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2 Abkürzungsverzeichnis
Abb. Abbildung
A/D Analog/Digital (Wandler)
AO Acridinorange
ATP Adenosintriphosphat
BSA Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
BP Bandpassfilter
2C12 Di-Dodecltrimethylammoniumbromid
C18 Octadecyltrimethylammoniumbromid
C12-MM Dodecltrimethylammonium-Montmorillonit, siehe auch DTA-MM
CCD Charge coupled devive, Chip einer Videokamera
CEC Cation Exchance Capacity (Kationenaustauschkapazität)
Cgl Gleichgewichtskonzentration
CLmax. maximale Löslichkeitskonzentration
CLSM Confocal Laser Scanning Microscope
CTC 5-Cyano-2,3-di-4-tolyltetrazoliumchlorid
CTF Reduzierte Formazan-Form von CTC
DAPI 4,6-Diamidino-phenylindol
2,4-DCP 2,4-Dichlorphenol
DNS Desoxyribonukleinsäure
DSMZ Deutsche Stammsammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen
ds double strand = doppelsträngige
DTAB Dodecltrimethylammoniumbromid
DTA-MM Dodecltrimethylammonium-Montmorillonit, siehe auch C12-MM
EDTA Ethlyendiamintetraacetat
ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbend Assay
FInStaR Filtration Incubation and Staining Reactor
FISH Fluorescence in situ hybridisation
FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
g 1. Gramm, 2. Erdbeschleunigung
GFP Green fluorescent protein
gfp Gen für GFP
H2Odeion. entionisiertes Wasser
HSI Hue Saturation Intensity (Farbraum)
Kap. Kapitel
KBE Koloniebildende Einheiten
l Wellenlänge des Lichtes in Nanometer (nm)
min Minute
LP Langpass-Filter
M Molar
MM Montmorillonit
MPN Most probable number, Bestimmung wachstumsfähiger Einheiten
NaPP Natriumpyrophosphat
Æ Durchschnitt
OD Optische Dichte
Abkürzungsverzeichnis
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pAB polyclonal Antibodies, polyklonales Antikörperserum
PAK Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
PBS Phosphate buffered saline (isotonischer Phosphatpuffer)
PCR Polymerase chain reaction
RGB Rot Grün Blau (Farbraum, Kamera)
PVDF Polyvinyldifluorid (Filtermaterial)
RNS Ribonukleinsäure
rRNS ribosomale Ribonukleinsäure
RP-HPLC Reverse Phase High performance liquid chromatography
RT Raumtemperatur
s Sekunde
ss single stranded = einzelsträngige
SDS Sodiumdodecylsulfat (Natriumdodecylsulfat)
STDD Standarddeviation, Standardabweichung
t Zeit
Tab. Tabelle
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Umin-1 Umdrehungen pro Minute
UV Ultraviolett
v/v Volume per volume (Volumenanteil)
w/v Weight per volume (Gewichtsanteil)
µ 1. Wachstumsrate, 2. mikro
µmax maximale Wachstumsrate
2.1 Wichtige Definitionen
Zelldichte
Gemeint ist die Zell- oder Bakterienkonzentration (in einer Probe), entweder
bezogen auf ml oder auf g.
Gesamtzellzahl/Gesamtzelldichte
Deutsche Übersetzung von „Total Count“. Zutreffender ist der Begriff „zählbare
Zellen“, welcher jedoch unhandlich ist und zum Teil synonym mit einen der oben
genannten Begriffe verwendet wird.
Einleitung
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3 Einleitung
Altlastenstandorte, wie sie erstmals vom Rat der Sachverständigen für Umwelt-
fragen definiert wurden [SRU, 1978], sind Flächen, an denen der Boden durch
ehemaliges Freisetzen giftiger Stoffe so verunreinigt ist, daß die Gesundheit von
Menschen und die belebte Natur dadurch gefährdet erscheinen [BUNDES-
BODENSCHUTZGESETZ, 1998]. Beispiele für spektakuläre Bodenverseuchungen
dieser Art beschreibt RAPHAEL (1997). Zumeist handelt es sich dabei um
ehemalige Industriestandorte, die mit hohen Konzentrationen von Polyzyklischen
Aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) oder Chloraromaten so verseucht sind,
daß die Giftstoffe das Grundwasser massiv belasten.
Nicht nur solche Schadensfälle haben breites öffentliches Interessse gefunden,
sondern auch verschiedene Verfahren zur biotechnologischen Sanierung von Alt-
lastenstandorten. Zu diesem Zwecke versucht man entweder, im Boden bereits
vorliegende (autochthone) Mikroorganismen zu intensivem Abbau organischer
Schadstoffe zu veranlassen (z.B. durch Belüftung und Nährstoffzusatz [FILIP et
al., 1988; KÄSTNER et al, 1992; KÄSTNER und MAHRO, 1993; STEILEN et al.,
1992]), oder man impft den verunreinigten Boden mit Bakterien, die zuvor an den
Abbau der vorliegenden Schadstoffe adaptiert worden sind [GROSSER et al, 1991;
HEITKAMP and CERNIGLIA, 1989]. Auf beiden Wegen sind Erfolge erzielt worden
[KÄSTNER et al., 1992; STEILEN et al., 1992], in vielen Fällen jedoch nicht
[PÜTTMANN, 1990; STIEBER et al., 1990] , meist ohne daß die Ursachen für
Gelingen oder Fehlschlag der „biologischen Bodensanierung“ ergründet worden
wären [STIEBER et al., 1990; WILSON and JONES, 1993]. Den Abbauerfolgen im
Labor stehen Mißerfolge in der Anwendung gegenüber [BRYNIOK et al., 1991;
PARTHEN, 1992], für die eine mangelnde Bioverfügbarkeit diskutiert wird [STEILEN
et al., 1992].
Diese Diskrepanzen verwundern nicht, denn es fehlt bis heute an wissen-
schaftlichen Methoden, mit denen einwandfrei festgestellt werden könnte, wie
die Bakterien im Boden auf bestimmte Sanierungsmaßnahmen reagieren. Zudem
sind nicht nur qualitative Informationen bezüglich der Anwesenheit von
Mikroorganismen, die bestimmte Schadstoffe abbauen, sondern auch
quantitative Daten über die Menge, bzw. Dichte der betreffenden Bakterien im
Boden notwendig.
Als sich in Übereinstimmung mit PORTER and FEIG (1980) und MARIE et al. (1997)
in den Vorstudien zur vorliegenden Arbeit zeigte, daß bis dato kein
befriedigendes Zählverfahren für Mikroorganismen in komplexen Proben existierte
[KEPNER and PRATT, 1994], wurde die Ausarbeitung eines geeigneten Zählver-
fahrens zum Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit gewählt.
Einleitung
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3.1 Klassische Methoden zur Untersuchung von Mikro-
organismen-Konzentrationen und mikrobieller Akti-
vität
Quantitative Untersuchungen der Bodenmikrobiologie zielen auf die Bestimmung
von Summenparametern wie die mikrobielle Biomasse und Stoffumsetzungen.
Daraus werden dann biomassebezogene Aktivitätswerte ermittelt. Der Summen-
parameter „mikrobielle Aktivität“ wird dabei als nicht näher charakterisierte
Einheit verwendet. Die tatsächliche Bedeutung für das Verständnis der
Funktionen eines Ökosystems wird aber zunehmend in Zweifel gezogen [ALEF,
1995]. Hier führt nur die Analyse von Teilpopulationen weiter, die jedoch in
methodischer Hinsicht bislang sehr begrenzt war.
3.1.1 Mikroorganismen-Konzentrationen in Umweltproben
Die Messung der Menge mikrobieller Biomasse je Gramm Boden ist technisch
unmöglich. Die am weitesten verbreitete Methode zur Bestimmung von
Mikroorganismen-Konzentrationen ist noch die Ermittlung der Zahl der
koloniebildenden Einheiten (KBE) nach Kultivierung. Die KBE kann allerdings
mehrere Größenordnungen niedriger liegen als die mit direkter, mikroskopischer
Zählung bestimmte Gesamtzellzahl (JANNASCH and JONES, 1959). Der Anteil der
Mikroorganismen, welcher durch diese Kultivierungsmethode nicht nachweisbar
ist, ist entweder nicht mehr lebensfähig (non-viable) oder befindet sich in einem
lebensfähigen, aber nicht kultivierbaren Zustand (viable but non-culturable,
VBNC; COLWELL et al., 1985). Ferner ist eventuell das benutzte Medium auch
nicht zum Wachstum aller Mikroorganismen geeignet. Hinzu kommt, daß
aufgrund der Aggregation von Mikroorganismen miteinander sowie an
Bodenpartikeln die Anzahl der KBE keinerlei Aussage über die tatsächliche
Gesamtzellzahl liefern kann [RIIS et al., 1998].
VBNC Zellen sowie dormante Zellen [KAPRELYANTS et al., 1992] verfälschen die
Werte für die Gesamtzelldichte nach KBE erheblich. Die dormante Form be-
schreibt einen reversiblen Zustand geringer metabolischer Aktivität, in dem die
Zellen ohne Wachstum und Vermehrung über lange Zeiträume hinweg
persistieren können [KAPRELYANTS et al., 1992]. Zellen in diesem dormanten
Zustand sind erst nach Reaktivierung in flüssigen Nährmedien in der Lage,
Kolonien auf Nähragarplatten zu bilden. Bei der Verwendung der „Most probable
Number“ (MPN) Technik [ALEF, 1995] wird diese Tatsache ausgenutzt, um
mikrobielle Zelldichten mittels Flüssigkultivierung zu bestimmen und somit auch
dormante Zellen zu kultivieren. Weitere Methoden zur Bestimmung bakterieller
Zellkonzentrationen sind die Fumigationstechnik und die Bestimmung des
Gesamtstickstoff- bzw. Proteingehalts [ALEF, 1995]. Diese letztgenannten
Methoden differenzieren nicht zwischen mikrobieller Biomasse und nicht-mikrobi-
eller organischer Substanz wie z.B. Huminverbindungen.
Einleitung
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3.1.2 Mikrobielle Aktivität
Der Abbau organischer Schadstoffe im Boden kann beispielsweise durch hohe
Konzentrationen toxischer Substanzen behindert sein. Kennzeichnen für einen
derartigen Tatbestand müsste eine abnorm niedrige mikrobielle Aktivität sein.
Hierfür gibt es verschiedene summarische Nachweismethoden, so die klassische
Messung der Bodenatmung [ALEF 1995]. Sie ist umständlich und meist ungenau.
Von besonderem Interesse ist die Substrat-Induzierte Respiration (SIR).
Adenosintriphosphat (ATP) kommt in allen lebenden Zellen vor und tritt im Boden
nicht in ungebundener Form auf. Diese Verbindung gilt daher für Aktivitäts-
untersuchungen als sehr gut geeignet [PAUL, 1989]. Durch Zellaufschluß mittels
Tensiden und Säuren kann ATP aus den Bodenmikroorganismen extrahiert
werden und luminometrisch anhand der Luziferin-Luziferase Reaktion bestimmt
werden [CAMPBELL, 1980].
Auch Enzymaktivitäten werden vielfach zur Erfassung der biologischen Aktivität
von Böden herangezogen [DOMSCH et al., 1984; MAAS, 1987; OTTOW, 1985].
Neben Messungen spezifischer Enzyme, welche spezifische Aktivitäten z.B. für
Nitrifikanten anzeigen, kann auch die Aktivität von Enzymen, die in allen
Mikroorganismen vorkommen, gemessen werden. Hierbei handelt es sich z.B. um
Dehydrogenasen und Phosphatasen [PROSSER, 1997]. Diese Enzymaktivitäten
können entweder ohne vorherige Zugabe von Substrat oder nach vorangehender
Substratzugabe bestimmt werden. Bei Respirationsmessungen z.B. spricht man
dann von Substrat-Induzierter-Respiration (SIR). Der Vergleich der
Enzymaktivitäten vor und nach Zugabe eines geeigneten Substrats informiert
über das metabolische Potential der untersuchten Probe, liefert aber keinen
Hinweis auf die spezifische Aktivität, da der Meßwert eine Mittelung der
gesamten Probe darstellt.
Inaktive aber reaktivierbare Floren-Anteile werden durch die vorgenannte
Methodik völlig unterschätzt. Die Bestimmung der spezifischen Aktivität umgeht
dieses Problem, da hierbei auch inaktive Floren-Anteile erfaßt und bewertet
werden können. Im Idealfall sollte man die mikrobielle Aktivität in situ bestimmen
und sie mit der Konzentration der zählbaren Bakterien im Boden korrelieren
können.
3.2 Neuere Methoden zur Bestimmung von Mikroorga-
nismen-Konzentrationen und mikrobieller Aktivität
in Umweltproben
Anstelle der Quantifizierung wachstumsfähiger Einheiten als „Most Probable
Number“ (MPN) erfasst das Verfahren der MPN-PCR1 amplifizierbare DNS-
Targets statt wachstumsfähiger Einheiten. Quantitative PCR aus DNS, welche
                                   
1 Polymerase Chain Reaction
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aus dem Boden extrahiert worden ist, stellt eine weitere Methode zur
Bestimmung mikrobieller Biomasse dar und ist in den letzten Jahren durch
fluorometrische Proben wie den TaqMan Essay [BASSLER et al., 1995] verbessert
worden.
Mikroskopische Methoden ermöglichen es dem Beobachter, gegenüber sum-
marischen und indirekten Methoden zur Erfassung mikrobieller Biomasse und
Aktivität, die Zelldichte und spezifische Aktivität direkt in situ zu erfassen. Da
Proben zuvor einer Präparation unterworfen werden müssen, wobei die
Bodenmatrix dabei aufgebrochen und das vorgegebene Gefüge von Bakterien und
Bodenpartikeln zerstört wird, bezieht sich der Begriff in situ in der vorliegenden
Arbeit auf präparierte Proben. Mikroskopische Methoden ermöglichen es im
Prinzip, geringe Schwankungen der Gesamtzelldichte und der spezifischen
Aktivität empfindlicher zu erkennen, als dies durch summarische und/oder
indirekte Methoden möglich ist.
Die Betrachtung der Mikroflora in mikroskopischen Präparaten vermag einen
direkteren Zugang zu den natürlichen Lebensräumen und Nischen der
Organismen zu geben, jedoch sind die sehr kleinen Zellen inmitten stark
lichtbrechender Objekte wie Bodenpartikeln nur schwer zu erkennen. Das
lichtmikroskopische Bild liefert nicht genügend Kontrast, um geringe
Helligkeitsunterschiede vor einem hellen Hintergrund wahrnehmen zu können.
Hier hilft die Fluoreszenzmikroskopie, welche durch die Auswahl geeigneter
Farbstoffe angefärbte Objekte vor einem dunklen Hintergrund abzubilden vermag.
Die Fluoreszenzmikroskopie ermöglicht neben der Gesamtzellerfassung mit
geeigneten Fluoreszenzfarbstoffen auch eine Aktivitätsbestimmung durch
geeignete Fluoreszenzfarbstoffe und Fluorescence in situ Hybridisation (FISH).
3.3 Stand der Färbetechnik in der Fluoreszenzmikros-
kopie
3.3.1 Klassische Fluoreszenzfarbstoffe und fluoreszenzmarkierte
Sonden
Für die Erfassung der Gesamtzellzahl oder „total counts“ [KEPNER and PRATT,
1994] im Fluoreszenzmikroskop werden hauptsächlich die Fluoreszenzfarbstoffe
Acridinorange (AO) und 4´,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) verwendet. In der
Anwendung wird AO allmählich durch DAPI verdrängt. Diese klassischen
Fluoreszenzfarbstoffe AO und DAPI gelten als reine Nukleinsäurefarbstoffe,
welche keine Spezifität für Sequenzen besitzen. Sie lagern sich in die Doppelhelix
der DNS ein, wodurch im Prinzip alle vorhanden Zellen gefärbt werden [PORTER
and FEIG, 1980].
Gensonden und Fluoreszenz in situ Hybridisierungen (FISH) ermöglichen im
Gegensatz zu reinen Fluoreszenzfarbstoffen eine differenziertere Anfärbung von
Einleitung
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Zellen aufgrund der Spezifität der Nukleinsäure-Hybridisierung. Nukleinsäure-
Hybridisierungen beruhen darauf, daß zwei einzelsträngige Nukleotidketten nur
dann eine stabile Bindung miteinander eingehen, wenn sie zueinander
komplementär sind. Bestimmte Nukleotidpaare werden über Wasserstoffbrücken
nicht-kovalent verknüpft. In einem Doppelstrang liegen sich jeweils Guanin und
Cytosin bzw. Adenin und Thymin (in RNS : Uracil) gegenüber. Die Ausbildung
und Stabilität der Bindung hängt von der Basenzusammensetzung und der Länge
des gepaarten Bereiches ab, aber auch von äußeren Bedingungen wie Tempera-
tur, Salzkonzentration und pH-Wert (STAHL and AMANN, 1991). Kurze, synthe-
tische Oligonukleotide (15-30 Nukleotide lang), Sonden genannt, können unter
stringenten Bedingungen selbst einzelne Basenunterschiede diskriminieren (IKUTA
et al. 1987). Ein der Sonde angehängter Fluoreszenzfarbstoff markiert die
hybridisierten Nukleotidsequenzen. Durch molekularbiologische Methoden können
aus der natürlichen Umgebung direkt ribosomale RNS-Sequenzen gewonnen
werden, welche die Grundlage für die Entwicklung von spezifischen
Oligonukleotid-Sonden bilden (AMANN et al. 1991). Oligonukleotidsonden, die
gegen Bereiche der rRNS gerichtet sind, können entsprechend der
Konservativität2 der Zielregion so konstruiert werden, daß sie die Identifizierung
von Mikroorganismen auf unterschiedlichen taxonomischen Ebenen gestatten.
Für in situ-Hybridisierungstechniken ist die rRNS als Zielmolekül aus zwei
Gründen besonders geeignet. Sie liegt bereits einzelsträngig vor, was einen
Denaturierungsschritt erübrigt, und ist natürlicherweise amplifiziert. Eine E. coli
Zelle aus einer exponentiell wachsenden Kultur enthält etwa 104-105 Ribosomen
(MAALOE and KJELLEGARD, 1966). Da die rRNS in aktiven Zellen in hoher Kopien-
zahl vorliegt, ist ein spezifischer Nachweis auch auf Einzelzellebene möglich. Der
Ribosomen- und damit der rRNS-Gehalt einzelner Zellen ist abhängig von der
Wachstumsrate (BREMER and DENNIS, 1987) oder dem Ernährungszustand
(KRAMER and SINGLETON, 1992). Das bedeutet, daß die Stärke des
Fluoreszenzsignals Aufschluß gibt über den physiologischen Zustand der Zellen,
andererseits bedeutet das für die Praxis, daß der rRNS-Gehalt für einen
Nachweis, je nach physiologischen Zustand und verwendetem
Fluoreszenzfarbstoff, zu gering sein kann.
Immunologische Methoden, wie die Verwendung fluoreszenzmarkierter Anti-
körper zur Erfassung von Zellen, werden ebenfalls eingesetzt, um eine
differenzierte Anfärbung von Zellen in Umweltproben zu ermöglichen. Im-
munologische Methoden beruhen auf der spezifischen Wechselwirkung von Im-
munglobulinen (Antikörper) mit ihrem molekularen Target (Antigen, bzw. anti-
gene Determinante). Für die Produktion von polyklonalen Antiseren (pAB) werden
Tiere mit den entsprechenden Zielorganismen oder Fragmenten davon
immunisiert. Aus dem Blut dieser Tiere, oder fortschrittlicher, aus dem Eigelb von
immunisierten Hühnern, wird die Fraktion der Immunglobuline aufgereinigt.
Polyklonale Antiseren bestehen aus einer Mischung verschiedener
                                   
2 Die rRNS-Moleküle sind als phylogenetische Marker besonders gut geeignet, da sie in allen
Lebewesen vorkommen und die gleiche Funktion erfüllen. Sie sind homolog und nicht konvergent
entstanden. Unterschiedlich stark konservierte Bereiche erlauben es, phylogenetische
Zuordnungen zu treffen.
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Antikörpertypen mit unterschiedlichen antigenen Determinanten. Monoklonale
Antikörper werden aus der Kultur von Hybridomazellen gewonnen, welche durch
eine Fusion von B-Lymphozyten des immunisierten Tieres mit einer Krebszellinie
erzeugt werden [KÖHLER and MILSTEIN, 1975]. Alle Moleküle eines monoklonalen
Antikörpers sind nur gegen eine einzige spezifische antigene Determinante
wirksam.
Der Nachweis spezifischer Antigene kann entweder durch eine direkte
Fluoreszenzmarkierung des primären Antikörpers geschehen, oder durch
fluoreszenzmarkierte Anti-Antikörper, welche nach der primären Markierung den
primären Antikörper markieren. Der Nachweis spezifischer Antigene mittels
fluoreszenzmarkierter primärer Antikörper besitzt gegenüber der Methode der
indirekten Markierung durch Anti-Antikörper den Vorteil eines besseren Signal-
Rausch-Verhältnisses zwischen der Bindung an die spezifischen Antigene und der
unspezifischen Bindung. Der Nachteil liegt in der geringen Signalstärke gegenüber
der indirekten Markierung, bedingt durch die limitierende Anzahl der
Oberflächenantigene, an denen je ein Antikörper binden kann, der wiederum mit
je einem Fluorophor markiert ist. Bei der Markierung des nicht
fluoreszenzmarkierten primären Antikörpers durch Anti-Antikörper können
mehrere fluoreszenzmarkierte Anti-Antikörper an dem primären Antikörper bin-
den. Somit ergibt sich eine Signalamplifikation gegenüber der direkten Mar-
kierung. Weiterhin können Anti-Antikörper mit verschieden angekoppelten
Fluorophoren benutzt werden [HARLOW and LANE, 1988]. Bei der indirekten
Markierung addiert sich jedoch die unspezifische Bindung des Anti-Antikörpers zu
der des primären Antikörpers.
Lectine binden ähnlich den Antikörpern an Antigene, jedoch sind die Bindungs-
affinitäten von Lectinen auf Polysaccharid-Gruppen an der Oberfläche von Zellen
oder extrazellulären Matrices beschränkt. Lectine können nicht gezielt mittels
Immunisierung eines Tieres hergestellt werden.
Weitverbreitete Methoden zur Messung der spezifischen Aktivität im fluores-
zenzmikroskopischen Bild basieren unter anderem auf der Verwendung von
Tetrazolium-Salzen zur Detektion der Dehydrogenase-Aktivität. Der wasser-
lösliche Farbstoff fungiert als künstlicher Elektronenakzeptor und wird in meta-
bolisch aktiven Zellen zu einem unlöslichen fluoreszierenden Formazankristall um-
gewandelt. Der Fluoreszenzfarbstoff CTC (5-Cyano-2,3-ditolyl- tetrazoli-
umchlorid) korreliert mit der Zell-Kultivierbarkeit [NYBROE, 1995]. CTC wird neben
Untersuchungen von Trinkwasserproben [RODRIGUEZ et al., 1992] auch zur
Untersuchung von atmenden Bakterien in Biofilmen eingesetzt [SCHAULE et al.,
1993]. Weiterhin verwendet wurde der Farbstoff zur Bestimmung von Atmungs-
aktivitäten in Kombination mit der Durchflußcytometrie [KAPRELYANTS and KELL,
1993] bei der Untersuchung des dormanten Zustandes einzelner Micrococcus
luteus Zellen.
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3.3.2 Neuere Fluoreszenzfarbstoffe und fluoreszenzmarkierte
Sonden
3.3.2.1 Fluoreszenzfarbstoffe
In den letzten Jahren wurden Fluoreszenzfarbstoffe mit verbesserten Eigenschaf-
ten entwickelt. Bedeutende Eigenschaften waren eine Fluoreszenzverstärkung bei
Bindung an DNS und ein verbessertes Signal-Rausch-Verhältnis der spezifischen
gegenüber der unspezifischen Bindung des Farbstoffes. Die Firma Molecular
Probes brachte Farbstoffe unter den Markennamen SYBR und SYTOX auf den
Markt [HAUGHLAND, 1999].
Der Farbstoff SYBR GREEN wurde ursprünglich als Konkurrenzprodukt zu dem
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid entwickelt, dem Standardfarbstoff für die
Anfärbung von Nukleinsäuren in Gelen. Bei Bindung von SYBR an Nukleinsäuren
wurde die Fluoreszenzintensität vervielfacht [JIN et al., 1994; SINGER et al.,
1994] und damit die Detektionsgrenze für DNS in Gelen gegenüber der
Ethidiumbromidmethode gesenkt. Die Amplifikation der Fluoreszenzintensität von
SYBR bei Bindung an Nukleinsäuren im Vergleich zum ungebundenen Farbstoff
war um ein Vielfaches höher als bei dem Nukleinsäurefarbstoff DAPI
[HAUGHLAND, 1999]. MYERS (1998) nutzte SYBR zur Bestimmung der Zelldichte in
Mikrotiterplatten und pries die Methode als neuen Standard für Untersuchungen
mit hohem Durchsatz an. Die Erfassung der Zelldichte mittels Fluoreszenzinten-
sität wurde nicht mehr durch Partikel in der Lösung gestört, da SYBR spezifisch
DNS anfärbte und eine charakteristische Emissionswellenlänge für DNS besaß.
MARIE et al. (1997 und 1999) nutzte SYBR als Farbstoff für die
Gesamtzellerfassung in marinen Proben. Auf mit SYBR-gefärbten Präparaten,
filtriert über ein 0,02 µm Filter, wurden sogar Viren sichtbar. Dies war nur
aufgrund der intensiven Fluoreszenz der SYBR Färbung möglich [FUHRMANN et al.,
1998]. WEINBAUER et al. (1998) setzten SYBR erstmals als Farbstoff für die
Gesamtzellerfassung in Bodenproben ein.
Ebenfalls ein Fluoreszenzfarbstoff neuerer Entwicklung ist SYTOX GREEN. Er
wurde zur Überprüfung der Membranintegrität entwickelt, da er als ungeladenes
Molekül nicht die geladene Membran intakter Zellen überwinden sollte [ROTH et
al., 1997].
3.3.2.2 Gensonden
Molecular Beacons, eine neue Klasse von Gensonden, erlauben, sowohl
spezifische Nukleinsäuren in Lösung als auch an der Grenzfläche fest-flüssig
nachzuweisen [TAN et al., 2000]. Molecular Beacons sind einzelsträngige
Nukleinsäuren, welche sowohl eine Stamm- als auch eine Schleifenstruktur
besitzen [TYAGI and KRAMER, 1996], siehe Abb. 1.
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5´ 3´
Abb. 1 Struktur eines Molecular Beacon
Die Schleifenstruktur (Loop) des Molecular Beacon enthält die komplementäre
Oligonukleotid-Zielsequenz für die zu erfassende spezifische Nukleinsäure. Die
Stammsequenz (Stem) ist aus zwei zueinander komplementären kurzen Oligo-
nukleotidsequenzen zusammengesetzt, wobei am 5´Ende ein Fluorophor und am
3´Ende ein Quencher angebracht sind (Abb. 1). Eine Hybridisierung der
Stammsequenzen bewirkt einen intramolekularen Fluoreszenz-Resonanz-Ener-
gietransfer (FRET) [HAUGHLAND, 1999], bedingt durch die direkte räumliche Nähe
von Fluorophor und Quencher. In dieser geschlossenen Form ist das Molecular
Beacon nicht fluoreszent. Eine Hybridisierung der Schleifenstruktur mit einer
komplementären Oligonukleotidsequenz bewirkt eine Öffnung der geschlossenen
Form und damit die Aufhebung des intramolekularen Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfers zwischen Fluorophor und Quencher. Das Molecular Beacon
fluoresziert jetzt bei Anregung des Fluorophors (Abb. 2).
Abb. 2 Mechanismus der Hybridisierung eines Molecular Beacons mit einer der Schleifensequenz
komplementären Oligonukleotidsequenz
Schleifenstruktur
Stammstruktur
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Molecular Beacons wurden sowohl zur Erfassung von komplementären
Sequenzen benutzt [KOSTRIKIS et al., 1998; TYAGI et al., 1998], als auch für die
simultane Detektion von verschiedenen pathogenen Retroviren [PODDAR, 1999]
und zur Erfassung der Replikation von HIV in Blutzellen [LEWIN et al., 1999].
Molecular Beacons können zwischen Wildtyp und Ein-Punkt-Mutationen
differenzieren [TYAGI et al., 1998], wie sie auch zur Unterscheidung zwischen
multiresistenten und nicht multiresistenten Mycobacterium tuberculosis Stämmen
benutzt werden [PIATEK et al., 1998, PIATEK et al., 2000]. Die Anwendung von
Molecular Beacons für FISH bei Prokaryonten wurde bisher noch nicht
beschrieben.
3.4 Elektronische Dokumentationssysteme und digitale
Bildverarbeitung
Um eine reproduzierbare, benutzerunabhängige Auswertung der fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen zu ermöglichen, kann eine rechnergestützte digitale
Bildverarbeitung eingesetzt werden, bei der sich der Benutzereingriff auf die
Kontrolle von Zwischenergebnissen reduziert. Das Zählen sichtbarer Zellen im
fluorezenzmikroskopischen Bild kann auch manuell geschehen, jedoch ist dieses
Verfahren wesentlich zeitaufwendiger und zudem extrem subjektiv, weil die
Erfassung schwach gefärbter Zellen in Gegenwart von intensiv gefärbten Zellen
sowie fluoreszierenden Partikeln ein hohes Maß an Konzentration und Training
für den Beobachter voraussetzt [BLOEM et al., 1995].
Die Gesamtzellerfassung im fluoreszenzmikroskopischen Bild erfordert eine hin-
reichend genaue Statistik über die ausgezählten Bildausschnitte. In der Literatur
[KEPNER and PRATT, 1994] werden etwa 30-100 Zellen pro Bild, bei etwa 10
Bildern als hinreichend genau angenommen. Da der Zeitraum, welcher dem
Operator zur Verfügung steht, alle Zellen im Bildausschnitt zu zählen, bevor das
Präparat, bzw. der Farbstoff ausbleicht, konstant ist, muß das Präparat
entsprechend verdünnt werden, um alle Zellen in der gegebenen Zeit auszählen
zu können. Um nun einerseits eine ausreichende Stichprobe und andererseits
einen vertretbaren Arbeitsaufwand in Einklang zu bringen, bietet sich der Einsatz
einer Kamera geradezu an. Der Vorzug der Photographie ist die hohe Auflösung,
d.h. die gute Detailwiedergabe. Nachteilig wirken sich die relativ langen
Zugriffszeiten durch die Entwicklung aus. Darüber hinaus sind bei langer
Belichtungszeit (bis zu mehreren Minuten) relativ große Abstände zwischen den
einzelnen Bildern notwendig und damit ist die Menge der in einem Arbeitsgang
erzeugten Bilder begrenzt. Die Verwendung von CCD3-Kameras in Verbindung
mit elektronischer Speicherung der Bilder löst dieses Problem.
Unter digitaler Bildverarbeitung versteht man die Interpretation eines digitalen Bil-
des mittels spezieller Software. Ein Problem bei der in situ Untersuchung von
Bakterien in komplexen Habitaten ist die hohe Datenmenge, welche zu verar-
                                   
3 Charge Coupled Device, siehe Anhang
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beiten ist, insbesondere wenn die Dokumentation der Bildinformation auf elek-
tronischem Weg erfolgt ist. Eine interaktive Untersuchung schließt sich hier aus.
Hinzu kommt, daß für eine interaktive Untersuchung erfahrene Operatoren
benötigt werden, deren Trefferquote gegeneinander abgeglichen werden muß,
um reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen. Die qualitative Beschreibung aller
Zellen im fluoreszenzmikroskopischen Bild mittels Parametern wie z.B. der
Fläche, sind erst durch moderne Methoden der Bildauswertung möglich
geworden und bei einer manuellen Auswertung nur unzureichend erfassbar. Das
oft unterschätzte Problem des „User-Bias“ bei der manuellen Auswertung wird
von KEPNER und PRATT (1994) kritisch besprochen. Zur Lösung dieser Problematik
wird auf der Basis verfügbarer digitaler Bildauswertesysteme eine Prozedur
(Anwendung) programmiert, bei dem sich der Benutzereingriff auf die Kontrolle
der Zwischenergebnisse reduziert. Eine digitale Maschine ist jedoch auch nur
nach umfangreicher Bildvorverarbeitung und der Bereitstellung von Zusatzinfor-
mationen zu einer Interpretation der Bilddaten in der Lage. Beispielsweise stellt
eine ungleichmäßige Ausleuchtung eines Bildes mit unterschiedlichen Kontrasten
in verschiedenen Bildausschnitten für das menschliche Bildverständnis kein
Problem dar, für die digitale Maschine muß zuerst eine Korrektur der
ungleichmäßigen Ausleuchtung durchgeführt werden. Ebenso ist eine über das
ganze Bild verteilte Störung, wie Rauschen oder Interferenzmuster, für die
digitale Maschine ein erhebliches Hindernis. Das menschliche Gehirn übersieht
diese Störung einfach, es „filtert“ sie sofort heraus, ohne daß Angaben über die
Natur der Störung gemacht werden müßten. Die für die Bildvorverarbeitung
benötigten Methoden und Routinen sind im „Material und Methoden“ Teil
detailliert dargestellt.
3.4.1 Unterscheidungskriterien für die Differenzierung zwischen
Mikroorganismen und Bodenkomponenten in Umwelt-
proben
Die Form eines Körpers definiert dessen räumliche Ausdehnung und seine
Grenzfläche zur Umgebung. Bei der Epifluoreszenzmikroskopie sind nur Flächen
bestimmbar. Der Begriff des Formparameters ist folgendermaßen definiert: Die
Menge aus Meßwerten oder Parametern, die in Kombination untereinander eine
eindeutige Form oder Gestalt eines beobachteten Objektes oder einer
Objektklasse beschreiben [INOUE and SPRING, 1997].
Die Erfassung der Zellform mittels Formparameter sollte mehrere Kriterien erfül-
len [HOLDEN, 1993].
1. Eindeutigkeit
Die geometrische bzw. morphologische Beschreibung eines Partikels mittels
Formparameter sollte eindeutig definiert sein, unterschiedlichen Partikeln wie
z.B. Bakterien und Tonmineralen dürfen nicht die gleichen Formparameter
zugeordnet werden und umgekehrt.
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2. Sparsamkeit
Es sollten möglichst wenige Parameter verwendet werden, um anschließende
Berechnungen nicht unnötig zu komplizieren. Zu wenige Parameter führen al-
lerdings zu einem Konflikt mit Punkt 1.
3. Unabhängigkeit
Die Parameter müssen voneinander linear unabhängig sein. Die Änderung ein-
es Parameters darf nicht die Neuberechnung eines weiteren nach sich ziehen.
Eine mögliche Kombination wäre z.B. die Fläche und die mittlere Helligkeit
eines Objektes.
4. Rotations- und Spiegelungsinvarianz
Die Formbeschreibung eines Partikels sollte nicht von der Lage abhängig sein.
Die Orientierung eines Partikels sollte keinen Einfluß auf dessen beschreiben-
den Formparameter haben.
5. Skaleninvarianz
Es ist sinnvoll, die Form eines Partikels unabhängig von dessen Größe zu be-
trachten. Die lineare Streckung eines Partikels darf keine Auswirkung auf die
Berechnung des Formparameters haben. Absolute Größen können unabhängig
von letzterer Aussage definiert werden, um z.B. Bakterien von Algen zu tren-
nen. Dies setzt jedoch die Kenntnis der Größenverteilung, in diesem Fall der
Algen und Bakterien, voraus.
3.5 Notwendigkeit für Modellsysteme
Die Vielzahl der Ökosystem-Komponenten und die Vernetzung von Faktoren,
welche ein Ökosystem steuern, aber auch die Variabilität in Abundanz und
Aktivität der Mikroorganismen erschweren eine detaillierte mechanistische
Betrachtung bodenmikrobiologischer Prozesse. Dies mag ein Grund dafür sein,
daß die klassische Bodenmikrobiologie schwerpunktmäßig mit summarischen
Beschreibungsgrößen arbeitet und nur indirekt einzelne mikrobiologische
Mechanismen entschlüsseln und bewerten kann. Es ist daher vorteilhaft,
künstliche, vereinfachte Lebensräume im Labor unter definierten Bedingungen zu
untersuchen.
Im Boden oder in Sedimenten stehen den Bakterien Oberflächen an Boden-
komponenten für die Anhaftung oder Besiedlung zur Verfügung. Mikrobielle
Aktivität ist vornehmlich an Oberflächen lokalisiert [HARVEY and YOUNG, 1980].
KUHN et al. (1987) haben gezeigt, daß der Abbau von nichtadsorbierten
Substraten hauptsächlich von an Oberflächen immobilisierten Bakterien ausgeht.
Versteht man den Boden als Anordnung von Mineralien unterschiedlicher Art und
Größe sowie von organischen Stoffen [SCHACHTSCHABEL et al., 1992], so
erscheinen die Tonminerale als besonders wichtige Komponenten, da sie sehr
häufig vorkommen und eine sehr große Oberfläche besitzen, die acido-basische
Eigenschaften hat [FILIP, 1979].
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Tonminerale sind überwiegend wasserhaltige Aluminiumsilikate von
schichtförmiger Struktur, die einen Teilchendurchmesser von weniger als 2 µm
aufweisen [LAGALY und JASMUND, 1993]. Eines der wichtigsten und am
häufigsten in der Literatur beschriebenen Tonminerale ist der Montmorillonit, in
seiner Rohform auch Bentonit genannt [FILIP, 1979]. Bentonite bestehen zu über
50% aus Montmorillonit und Begleitmineralen wie Kaolinit, Quarz, Glimmer,
Feldspat und Pyrit. Sie werden sehr vielseitig, sowohl als Rohbentonit als auch in
aktiver Form als sauer, alkalisch oder organisch aktivierter Bentonit, eingesetzt.
So werden sie aufgrund ihres hohen Adsorptionsvermögens zum Beispiel in der
Wasserreinigung als Flockungs- und Adsorptionsmittel verwendet.
Die Wechselwirkungen von einigen Schadstoffklassen wie zum Beispiel Pestizide
und Benzolderivate mit Schichtsilikaten wurden schon sehr intensiv bis Anfang
der achtziger Jahre studiert [BAILEY et al., 1970; HAMAKER and THOMPSON, 1972;
MORTLAND, 1986]. Die rasche Entwicklung der Analytik im Spurenbereich und die
Einführung neuer physikochemischer Untersuchungsmethoden ermöglichten
sodann weitere Einblicke in die Mechanismen der Adsorption sowohl bei der
vorerwähnten Schadstoffklassen [DE KEIZER, 1990; ZHANG et al., 1990] als auch
bei umweltchemisch aktuellen Dioxine, Polyzyklischen Aromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAK) und polychlorierten Biphenylen an Schichtsilikaten
[WEBER et al., 1983]. Mit einer einheitlichen, allgemeinen Beschreibung der
Adsorption von Schadstoffen an Schichtsilikate ist jedoch wegen ihrer
Vielfältigkeit nicht zu rechnen.
Kationische Tenside zeigen an Schichtsilikaten ein anderes Sorptionsverhalten als
die oben erwähnten vornehmlich nichtionischen Schadstoffe. Ihre Adsorption
korreliert mit der Kationenaustauschkapazität (CEC) der jeweiligen Schicht-
silikate. Besonders an quellfähigen Tonmineralien (z.B. Montmorillonit) scheint
die Adsorption effektiv und dauerhaft zu sein, da die Kationtenside in den
negativ geladenen Zwischenschichten eingelagert werden können [LAGALY,
1981]. Durch diesen Prozeß erhalten die Schichtzwischenräume einen organo-
philen Charakter [DEKANY et al., 1985]. An nicht quellfähigen Schichtsilikaten,
wie Kaolinit, findet die Adsorption der Kationtenside konsequenterweise nur an
der äußeren Oberfläche des jeweiligen Schichtsilikates statt [WELZEN et al.,
1981].
Mit der Hydrophobisierung der Oberfläche ändern sich grundsätzlich die Adsorp-
tionseigenschaften der Schichtsilikate. Hydrophobe Moleküle können jetzt in die
Tensidschicht aufgenommen werden. Aus dieser Erfahrung heraus wurden
Alkylammonium-Montmorillonite für die Deponieabdichtung untersucht bezieh-
ungsweise empfohlen [BOYD et al., 1986; NÜESCH, 1991; WEISS, 1989].
Tonmineraloberflächen können von Mikroorganismen besiedelt werden, aber
auch Schadstoffe reversibel oder irreversibel binden. Dabei stellt sich nun die
Frage, ob gebundene Schadstoffe direkt bioverfügbar für abbauende
Mikroorganismen sind.
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Um die in der Literatur oft diskutierte Streitfrage zu klären, ob gebundene Schad-
stoffe nun direkt ohne vorherige Desorption abgebaut werden können [CROCKER
et al., 1995; GUERIN and BOYD, 1992; KYOUNGPHILE and ALEXANDER, 1998] oder
nur frei in Lösung befindliche Schadstoffe bioverfügbar sind [LAOR et al., 1998;
LAOR et al., 1999], ist der Einsatz von Modellsystemen besonders sinnvoll, da in
vereinfachten Modellen Bedingungen für die zu untersuchenden Effekte simuliert
werden können. In situ Beobachtungen der mikrobiellen Aktivität ermöglichen die
Orte verstärkter mikrobieller Aktivität, z.B. auf Oberflächen, zu erfassen.
3.5.1 Verwendete Modellsysteme
3.5.1.1 Wechselwirkungen zwischen Bakterien, Tonmineralen und PAK
Die bei Verbrennungsprozessen emittierten polyzyklischen aromatischen Kohlen-
wasserstoffe (PAK) gelangen durch Naß- und Trockendeposition in den Boden.
Obwohl die im Boden derzeit ubiquitär gemessenen PAK-Konzentrationen niedrig
sind (bis zu 1 mg/kg), stellt sich die Frage, ob PAK hier langfristig akkumulieren.
Dem kann mikrobieller Abbau und Einbau in die Bodenstruktur entgegenwirken.
Von entscheidender Bedeutung für den mikrobiellen Umsatz ist die
Bioverfügbarkeit, welche maßgeblich durch Wechselwirkung zwischen Boden-
bestandteilen, PAK und Biotensiden bestimmt wird.
Obwohl viele Untersuchungen zur PAK-Belastung der Luft und des Bodens
durchgeführt wurden, ist noch wenig über den Boden als Senke für luftgetragene
PAH und die Verweilzeit der PAK in Böden bekannt.
Da die PAK-Häufigkeitsspektren der Luft und des Bodens einer gegebenen Region
einander meist deutlich ähneln, dürfte die atmosphärische Belastung wesentlich
zum PAK-Eintrag in den Boden beitragen. Die PAK sind überwiegend an Aerosole
gebunden [ZAJC et al., 1989]. Sie stellen eine langfristig noch nicht genau
abzuschätzende Gefährdung dar, weil sie sich u.a. im Boden anreichern können,
wobei nach JONES et al. (1989) die Akkumulationsraten geringer als die
Depositionsraten sind.
Zu beachten sind erhebliche Unterschiede zwischen den niedermolekularen, im
allgemeinen weniger gesundheitsgefährdenden und den oft gesundheitsschäd-
lichen höhermolekularen PAK mit mehr als 4 Ringsystemen/Molekül. So bedingen
die hohen Wasserlöslichkeiten der niedermolekularen PAK deren relativ große
Mobilität im Boden. Demgegenüber sind höhermolekulare PAK wesentlich
immobiler und persistenter. Entsprechend wahrscheinlich ist die Möglichkeit ihrer
Akkumulation in Böden.
Ein einzigartiges Archiv für die Untersuchung der Akkumulation über einen
langen Zeitraum ist die 1846 begonnene Sammlung getrockneter Acker-
bodenproben auf dem Gelände einer landwirtschaftlichen Versuchsstation in
England [JONES et al., 1989]. Die ermittelten Summenwerte zeigen einen, bis
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1986 ungebremsten Anstieg der PAK-Belastung im Oberboden. Um deutliche
Änderungen der PAK-Konzentration im Boden zu erkennen, sind offenbar
Beobachtungszeiträume von mehreren Jahrzehnten erforderlich. Ob sich der
Anstieg der PAK-Gehalte in anderen Industrieländern so vollzogen hat wie in
Mittelengland, ist unbekannt. Die erreichte Summenhöhe von durchschnittlich ca.
2 mg/kg Boden liegt allerdings durchaus in dem für Deutschland üblichen
Bereich. Der mikrobielle Abbau von PAK kann der Akkumulation in Böden
entgegenwirken.
Intensive Studien des mikrobiellen Abbaus von PAK wurden entweder mit Rein-
kulturen unter Laborbedingungen oder im Rahmen von Bodensanierungsvorhaben
bei hohen PAK-Konzentrationen mit mehr oder weniger gutem Erfolg [WILSON and
JONES, 1993] durchgeführt. Unpolare Substanzen können die Bioverfügbarkeit
der PAK erhöhen. Über eine Beteiligung der Bodenmikroflora an dem PAK-Flux in
schwach PAK-belasteten Böden ist sehr wenig bekannt.
Für die Untersuchung der Adsorption von PAK an anorganische Bodenkompo-
nenten wurde ein Modellsystem mit Phenanthren, dem Leit-PAK nach der
Environmental Protection Agency, einem abbauenden Bakterium und dem
quellfähigen Tonmineral Montmorillonit als anorganische Bodenkomponente
gewählt. Die Auswahl eines quellfähigen Schichtsilikates erfolgte aufgrund der
physikochemischen Eigenschaften, die ein komplexes Adsorptionsverhalten
erwarten lassen [ALEXANDER, 1994].
Die Adsorption von PAK an reinem Schichtsilikat im wässrigen Milieu wurde
bisher nicht in der Literatur beschrieben. Untersuchungen bezüglich der
Adsorption von PAK wurden an Böden oder isolierten Tonfraktionen
durchgeführt, nicht jedoch an hochgereinigten Mineralen. Allerdings wurden auch
Zusammenhänge mit der Adsorptionsleistung von solchen Fraktionen in
Abhängigkeit von der Menge anhaftenden organischen Materials beschrieben
[ALEXANDER, 1994].
Im Rahmen eines von der DFG4 geförderten Projektes „Bakterieller Umsatz von
Fluoranthen und Phenanthren in Gegenwart ausgewählter Bodenbestandteile und
Biotenside unter partiell simulierten Umweltbedingungen“ wird die Bioverfüg-
barkeit von Spurenmengen PAK untersucht
3.5.1.2 Wechselwirkungen zwischen Bakterien, modifizierten Tonmineralen
und Chlorphenolen
Chlorphenole werden weltweit in Böden, Wasser- und Luftproben, in Lebensmit-
teln, tierischen und menschlichen Geweben sowie Körperflüssigkeiten gefunden
[EXON et al., 1984]. Umweltkontaminationen mit Chlorphenolen rühren von
Industrieleckagen und Agrarchemikalien her. Für die in dieser Arbeit untersuchte
Substanz 2,4-Dichlorphenol (2,4-DCP) rührt die Hauptkontamination von dem
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Abbau weitverbreiteter Chlorphenoxyessigsäurederivate her, wie dem 2,4-
Dichlorphenoxyacetat sowie von Leckagen in Industrieanlagen, wo 2,4-DCP als
„antifouling“-Zusatz in Kühltürmen verwendet wurde [JENSEN, 1996]. Die
Toxizität von Chlorphenolen beruht auf Membranzerstörung, bei 2,4-DCP kommt
noch die protonenentkoppelnde Wirkung bei der ATP-Synthese hinzu [SMEJTEK,
1987].
Böden und Grundwasser sind durch fahrlässige Deponierung von industriellen
Schadstoffen in ausgekohlten Braunkohletagebauen und durch den direkten
Eintrag chlororganischer Verbindungen erheblich belastet. WILD et al. (1993)
nennt Werte von 26 mg 2,4-DCP/kg Boden für einen Industriestandort im
Nordwesten von England. Zur Eliminierung dieser Problemstoffe kommen neben
abiotischen Technologien auch mikrobielle ex situ und in situ-Sanierungsver-
fahren in Betracht. Dies trifft insbesondere für großflächige Kontaminationen zu,
welche mit nicht biologischen Methoden nur sehr kostspielig saniert werden
könnten.
Für die biotechnologische Sanierung sind Kenntnisse der Wechselwirkungen
zwischen organischen Schadstoffen, Mineralbestandteilen, natürlichen
organischen Inhaltsstoffen und insbesondere den vorhandenen oder eingesetzten
Mikroorganismenpopulationen von großer Bedeutung. Leider sind unsere
diesbezüglichen Kenntnisse namentlich im Hinblick auf persistente Schadstoffe
noch viel zu gering. Die Persistenz von organischen Schadstoffen in der Umwelt
kann grundsätzlich dadurch bedingt sein, daß
a) keine für ihren Abbau geeigneten Organismen an Ort und Stelle vorhanden
sind
b) die Bedingungen für einen mikrobiellen Abbau nicht gegeben sind (z.B.
Mangel an O2, Nährstoffen, Substraten für cometabolischen Abbau)
c) ihre Bioverfügbarkeit durch Sorption zu stark beeinträchtigt ist
d) wegen hoher Konzentrationen im betreffenden Boden auf Mikroorganismen
toxisch wirken
Im Rahmen eines von der HGF5 geförderten Projektes „Systemintegrierte
Umweltbiotechnologie zur Sanierung von organisch und anorganisch belasteten
Grund- und Oberflächenwässern“; Teilprojekt 2 : „Grundlagen zur mikrobio-
logisch-technischen in situ Sanierung eines mit Chlororganika kontaminierten
Grundwasserleiters im Raum Bitterfeld“ sollen Sorptionsprozesse und
biologischer Abbau von Chlororganika untersucht werden.
Die in dieser Arbeit vorgelegten Untersuchungen wurden in der Hoffnung
begonnen, Methoden zu gewinnen, mit denen für die verschiedenen Bodentypen,
Bodenhorizonte oder im Einzelfall festgestellt werden kann, was den jeweiligen
Persintenzgrad bestimmt.
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3.6 Problemstellung
In der vorliegenden Arbeit ergaben sich folgende Fragestellungen:
· Wie können Interaktionen zwischen Bakterien, Tonmineralen und Schad-
stoffen auf der mikroskopischen Ebene untersucht werden ?
· Sind etablierte Methoden zur quantitativen Erfassung der Bakterien-
konzentration und der spezifischen Aktivität in komplexen Habitaten für diese
Fragestellungen verwendbar, oder müssen neue Methoden und Techniken
entwickelt werden ?
· Stellen Tonminerale eine natürliche Senke für Schadstoffe wie PAK oder Cl-
Aromaten dar ?
· Ist es möglich, Bodenminerale so zu modifizieren, daß sie als temporäre,
reversible Depotbildner wirken, und können sie primär toxische Konzen-
trationen von CI-Aromaten weit genug absenken, um einen biologischen
Abbau zu ermöglichen ?
· Wie stabil sind die modifizierten Bodenminerale gegenüber chemischen und
bakteriellen Einwirkungen ?
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4 Material und Methoden
Soweit nicht anders angegeben, wurden alle mikrobiologischen und physikalisch-
chemischen Arbeiten steril durchgeführt.
4.1 Organismen
Nach einer Inkubation von 2-4 Tagen im Brutschrank (Typ BK 3108, Fa. Ehret,
Emmendingen, Deutschland) bei 25°C wurden die Platten bei 4°C im Kühl-
schrank einen Monat lang aufbewahrt.
Folgende Stämme wurden verwendet :
· Pseudomonas putida, DSM-Nr. 8368
Der Stamm wurde monatlich auf einen phenanthrenhaltigen Agar überimpft
(siehe Kap. 4.2.1.1), um den Verlust der plasmid-codierten PAK-Abbau-
fähigkeit [SANSEVERINO et al., 1993] zu verhindern.
· Bacillus subtilis DSM-Nr. 347
Der Stamm wurde monatlich auf Standard 1 Agar (Merck) überimpft (siehe
Kap. 4.2.1).
· Pseudomonas fluorescens DSM-Nr. 50108
Der Stamm wurden monatlich auf Standard 1 Agar (Merck) überimpft.
· Escherichia coli S17-1lpir pAG408
Dieser Stamm wurde von Dr. Lothar Staendner (GBF6; Braunschweig) freund-
licherweise zur Verfügung gestellt. Der Stamm wurde monatlich auf LB
Nähragar mit Selektionsantibiotika überimpft (siehe Kap. 4.2.1.2).
· Ralstonia eutropha (ehemals Alcaligenes eutrophus) JMP 134 und 134-1
Zum einen wurde der von PEMBERTON et al. (1979) beschriebene Stamm
Ralstonia eutropha JMP 134, und zum anderen der Stamm Ralstonia eutropha
JMP 134-1 verwendet. Hierbei handelte es sich um eine Spontanmutante von
JMP 134, die durch Selektion auf Phenoxyacetat enthaltenden Agarplatten
gewonnen wurde [DIETMAR PIEPER, GBF, persönliche Mitteilung]. Der Stamm
JMP 134 trägt das Plasmid pJP4, welches für die Enzyme des
Chloraromatenabbaus codiert, und die tfdCDEF-Gene, die für den kompletten
Chlorcatechol-Weg abwärts vom zentralen Metaboliten 3,5-Dichlorcatechol
codieren. JMP 134-1 unterscheidet sich von JMP 134 dadurch, daß
sämtliche für den Abbau chlorsubstituierter Phenoxyacetate notwendigen
Enzyme semikonstitutiv sind. Über einen konstitutiven Schwellenwert hinaus
bleiben die Enzyme jedoch induzierbar. Beide Stämme wurden
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freundlicherweise von Herrn Dr. Pieper zur Verfügung gestellt. Die Stamm-
haltung erfolgte sowohl im Fed-Batch (siehe Kap. 4.2.2) als auch auf
Agarplatten.
4.2 Nährlösungen und Kultivierungstechniken
4.2.1 Feste Nährböden
Der Standard 1 Nähragar (Merck) wurde sowohl in der vom Hersteller angege-
benen Konzentration als auch 1:10 verdünnt eingesetzt. Der verwendete R2A
Nähragar wurde von Oxoid bezogen.
4.2.1.1 Minimal Nähragar mit PAK und 2,4-DCP
Brunner7- und Medium 4618-Puffer wurden in der Phosphatcharge Agarose
(Merck) zugemischt, autoklaviert und vor dem Gießen die anderen Chargen zu-
gegeben. 2,4-DCP (Merck) wurde als wässrige Lösung (2 g/l) ebenfalls kurz vor
dem Gießen zugegeben. Naphthalin (Sigma) und Phenanthren (Sigma) wurden
auf die angetrockneten Agarplatten als acetonische Lösungen aufgetropft und
noch einige Minuten offen unter der Sterilbank stehengelassen, um das Aceton
abzudampfen. Die PAK blieben als feine kristalline Schicht zurück.
4.2.1.2 LB Nähragar mit Selektionsantibiotika
Das LB-Medium (Luria-Bertani Medium) wurde nach MILLER (1972) angesetzt. Zu
950 ml deionisiertem Wasser wurden zunächst Bacto-tryptone (10 g), Bacto-
yeast extrakt (5 g) , NaCl (10 g) gegeben und anschließend 15 g/l Agarose. Da-
nach wurde das pH mittels 5 N NaOH auf 7,0 eingestellt und die Lösung auf
1000 ml Volumen mit deionisiertem Wasser aufgefüllt. Dem LB-Agar wurden
kurz vor dem Gießen die Antibiotika Ampicillin (Merck) oder Gentamycin (Merck)
in einer Endkonzentration von 50 mg/l steril zugegeben, um auf die gewünschten
Antibiotikamarker selektieren zu können.
                                   
7 Zusammensetzung Brunner-Puffer siehe Tab. 2
8 Zusammensetzung Medium 461 (DSMZ, Puffer Nr. 461; www.dsmz.de) siehe Tab. 3
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4.2.2 Flüssigmedien
Das BC-Medium wurde nach SAMBANIS (1985) hergestellt. Die Zusammensetzung
ist in Tab. 1 dargestellt. Die 4 Chargen wurden separat autoklaviert und nach
dem Abkühlen unter der Cleanbench zusammengegeben. Der Volumenanteil von
Charge I betrug 70%, derjenige der übrigen Chargen jeweils 10%.
Tab. 1 Zusammensetzung BC-Medium
Charge Substanz Endkonzentration
l KH2PO4
K2HPO4
0,335 g/l
2,19 g/l
ll (NH4)2SO4
MgSO4 x 7 H2O
Na2MoO4 x 2 H2O
1,25 g/l
10,0 mg/l
1,0 mg/l
lll NaCl
CaCl2 x 2 H2O
Na2(EDTA) x 2 H2O
FeCl3 x 6H2O
10,0 mg/l
26,24 mg/l
2,8 mg/l
1,0 mg/l
lV Glucose x H2O 0,55 g/l
H2Oention. ad 1000 ml
pH 7,2 ± 0,1
Das PAK-haltige Brunner-Medium wurde modifiziert nach WODZINSKI and COYLE
(1974) hergestellt. Die Zusammensetzung des Brunner-Puffers ist in Tab. 2 dar-
gestellt. Die verwendeten PAK wurden zu Charge l hinzugegeben. Die zwei Char-
gen wurden separat autoklaviert und nach dem Abkühlen unter der Cleanbench
zusammengegeben.
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Tab. 2 Zusammensetzung Brunner-Puffer
Charge Substanz Endkonzentration
l Na2HPO4
KH2PO4
2,44 g/l
1,52 g/l
ll (NH4)2SO4
MgSO4 x 7 H2O
CaCl2 x 2 H2O
EDTA
FeSO4 x 7 H2O
ZnSO4 x 7 H2O
MnCl2 x 4 H2O
H3BO3
CoCl2 x 6 H2O
CuCl2 x 2 H2O
NiCl2 x 6 H2O
Na2MoO4 x 2 H2O
0,50 g/l
0,20 g/l
50,00 mg/l
5,00 mg/l
2,00 mg/l
0,10 mg/l
0,03 mg/l
0,30 mg/l
0,20 mg/l
0,01 mg/l
0,02 mg/l
0,03 mg/l
H2Oention. ad 1000 ml
pH 6,9 ± 0,1
PAK : Für stark hydrophobe Substanzen wie PAK war die Kenntnis der
maximalen Wasserlöslichkeit sehr wichtig, um Konzentrationsänderungen
quantitativ erfassen zu können. In der Literatur schwankten diese Werte jedoch
von Autor zu Autor. MAAGD et al. (1998) hatten diese Werte überprüft und für
Phenanthren eine max. Wasserlöslichkeit von 823 ± 38 µg/l gefunden. Die
Schwankungen für die Werte der max. Wasserlöslichkeit beruhten auf der
Tatsache, daß im Bereich der Wasserlöslichkeit schnell Mikrokristalle entstehen
konnten und bei Temperaturschwankungen eine Rücklösung erfolgte, bzw.
Kristalle ausfielen. Die Mikrokristalle waren mit der beschriebenen Analytik nicht
erfassbar.
Zur Vermeidung dieses Problems wurde die Methode der sequenziellen
Verdünnung angewandt, wie sie bei WODZINSKI and COYLE (1974) beschrieben
war. Eine gesättigte, wässrige Lösung von Phenanthren wurde zunächst im Fluo-
reszenzphotometer vermessen, danach diese Lösung in mehreren Schritten
verdünnt und die Verdünnungen sofort danach vermessen. Die Verdünnungen
wurden 0,5 h im Dunkeln stehengelassen und danach erneut vermessen. Alle
Verdünnungsstufen, welche eine erhöhte Fluoreszenz bei der zweiten Messung
gegenüber der ersten Messung zeigten, enthielten Mikrokristalle, welche sich
rücklösen konnten. Nur diejenigen Verdünnungsstufen, welche bei beiden
Messungen identische Fluoreszenzintensitäten zeigten, wurden für die Versuche
verwendet. Die eingesetzten Phenanthren-Konzentrationen in den Isothermen
lagen deshalb immer unter dem Wert für die max. Wasserlöslichkeit nach MAAGD
et al.(1998).
2,4-DCP : Der Mediumpuffer 461, siehe Tab. 3, wurde für die Stammhaltung
ohne Kohlenstoff- und Energiequelle hergestellt, die zwei Chargen wurden
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separat autoklaviert und nach dem Abkühlen unter der Cleanbench
zusammengegeben. Die Stammhaltung erfolgte nach der Methode von DIETMAR
PIEPER (persönliche Mitteilung): In einem verschlossenen Erlenmeyerkolben (1000
ml) befand sich kristallines 2,4-DCP (1-2 g) in einem Köcher. Die Substratzufuhr
erfolgte über die Gasphase. Diese flüssigen Stammkulturen wurden wöchentlich
frisch angesetzt, indem 100 ml Mediumpuffer mit 107 Bakterien (entsprach bei
starker Flockung : 2*106 µm³ Bakterien) inokuliert wurden. Für Batchversuche
wurden aus einer wässrigen 2 g/l 2,4-DCP Stammlösung Aliquote dem fertigen
Medium zugesetzt.
Tab. 3 Zusammensetzung Mediumpuffer 461 ohne Energie- und Kohlenstoffquelle
Charge Substanz Endkonzentration
l Na2HPO4 x 2 H2O
KH2PO4
1,45 g/l
0,25 g/l
ll MgSO4 x 7 H2O
CaCl2 x 2 H2O
MnSO4
NH4Cl
NaCl
0,50 g/l
10,00 mg/l
10,00 mg/l
0,30 g/l
50,00 mg/l
lll EDTA
FeSO4 x 7 H2O
ZnSO4 x 7 H2O
MnCl2 x 4 H2O
H3BO3
CoCl2 x 6 H2O
CuCl2 x 2 H2O
NiCl2 x 6 H2O
Na2MoO4 x 2 H2O
0,5 g/l
2,00 mg/l
0,10 mg/l
0,03 mg/l
0,30 mg/l
0,20 mg/l
0,01 mg/l
0,02 mg/l
0,03 mg/l
H2Oention. ad 1000 ml
pH 7,0 ± 0,1
Dem LB-Medium wurde Ampicillin (Merck) in einer Endkonzentration von 50 mg/l
nach dem Autoklavieren steril zugesetzt, um auf den gewünschten Antibiotika-
marker selektieren zu können.
4.3 Bestimmung von Partikelkonzentrationen und Bio-
volumina reiner Bakteriensuspensionen mittels
klassischer Methoden
4.3.1 Koloniebildende Einheiten (KBE)
Zur Ermittlung der koloniebildenden Einheiten wurden von einer Probe drei Ver-
dünnungsstufen mit jeweils 3-4 Parallelen ausplattiert. Dazu wurde 1 ml der je-
weiligen Verdünnungsstufe auf leicht vorgetrocknete (1 Woche alten)
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Agarplatten der jeweils angegebenen Zusammensetzung pipettiert und durch
Schwenken gleichmäßig verteilt. Die Agarplatten blieben danach noch ½ Stunde
unter der Sterilbank geöffnet stehen. Die Auszählung der Kolonien auf
zuckerhaltigen Nährböden erfolgte nach drei Tagen bei einer
Inkubationstemperatur von 25°C und die Ansätze mit PAK und 2,4-DCP wurden
nach 1-2 Wochen bei einer Inkubationstemperatur von 25°C ausgezählt.
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4.3.2 Elzone-Counter
Die Ermittlung der Partikelkonzentration und des Biovolumens erfolgte mit einem
elektronischen Partikelzählgerät vom Typ Elzoneâ 280 PC der Firma Particle Data
mit dem zugehörigen PC-Interface auf einem Personalcomputer (Abb. 3).
Abb. 3 Schematische Zeichnung des verwendeten Counters
Das Biovolumen (Partikelkonzentration x mittlerem Volumen der Partikel)
gestattet eine Abschätzung der Biomasse. Für Bakterien, welche ein
Aggregationsverhalten in bestimmten Wachstumszuständen zeigen, ist der Wert
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für das Biovolumen ein verläßlicherer Schätzer für den Wachstumsertrag als die
Partikelkonzentration.
Meßprinzip (siehe Abb. 3 Schematische Zeichnung des verwendeten Counters)
Das elektronische Partikelzählgerät basiert auf dem „Elzone-Counter-Prinzip“. Es
macht sich den Leitfähigkeitsverlust in einer Elektrolytlösung zunutze, der auf-
tritt, wenn Partikel, die sich in dieser Elektrolytlösung befinden, eine enge
Öffnung (Orifice) passieren, die ein elektrischer Strom zwischen Anode und
Kathode durchfließt. Das Orifice hat einen Durchmesser von ca. 18 µm.
Die durch den Ohmschen Widerstand der Partikel erzeugte Leitfähigkeitsänderung
wird von der Meßeinheit erfaßt und vom Computer ausgewertet. Die Größe der
Leitfähigkeitsänderung ist dem Volumen des hindurchtretenden Partikels
proportional. Die Anzahl der Impulse pro Messung entspricht der Anzahl der
hindurchgetretenen Partikel.
Verlauf einer Messung
Der Elektrolyt (3 % Kochsalzlösung) wird vor der Messung zweimal über ein 0,2
µm Filter filtriert. Vor der Probenmessung wird eine Referenzmessung der
Verdünnungsvorlage (Elektrolyt) durchgeführt, um bereits vorhandene Partikel
sowie elektronische Störungen zu erfassen, die die Zählung kleiner Partikel in der
Probe beeinflussen. Diese Referenzmessung, auch Background genannt, wird von
der späteren Probenmessung substrahiert, um ausschließlich die Volum-
enverteilung und die Partikelkonzentration der Probe zu erhalten.
Das für eine Zählung eingesetzte Probenvolumen wird mit einer Volumenmeß-
strecke zwischen der Start- und Stoppelektrode definiert. Zu Beginn der Messung
wird das Quecksilber (siehe Abb. 3) über ein Vakuum unterhalb der Startelek-
trode gezogen. Nach Entfernen des Vakuums fließt das Quecksilber aus dem
Quecksilberreservoir durch die Volumenmeßstrecke an der das elektronische
Zählwerk einschaltenden Startelektrode vorbei zu der das elektronische Zählwerk
ausschaltenden Stoppelektrode. Entsprechend dem Volumenfluß des
Quecksilberfadens wird Probenlösung durch das Orifice gesaugt. Das Volumen
der Volumenmeßstrecke beträgt 20 µl. Eine Erfassung der Laufzeiten ermöglicht
die Kontrolle der Zählung auf Verstopfung des Orifice oder anderer Störungen.
Bei der verwendeten Einstellung des Counters lagen die Meßgrenzen des
elektronischen Partikelzählgerätes bei äquivalenten Kugeldurchmessern von 0,54
µm bis maximal 10,8 µm.
Um methodische Verfälschungen bei den Zählungen und Registrierungen der
Größenverteilung zu vermeiden, wurden die Proben soweit verdünnt, daß die
Wahrscheinlichkeit für einen gleichzeitigen Durchtritt von zwei Partikeln durch
das Orifice (Koinzidenz) weniger als 1 % der Ereignisse entsprach. Deshalb konn-
ten auch nur maximal 18.000 Partikel pro Messung gezählt werden. Das Auftre-
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ten von Koinzidenz würde zu einer Unterschätzung der Partikelkonzentration
führen.
Die Software des elektronischen Partikelzählgerätes nimmt die Partikel-
konzentration und die Volumenverteilung gleichzeitig auf. Die Volumenverteilung
wird auf einer logarithmischen Skala mit 128 Größenklassen aufgetragen.
Dadurch ist es möglich, breite Veränderungen der Volumenverteilung der
Bakterien zu verfolgen, ohne die Geräteeinstellungen zu ändern. Partikel, die
größer oder kleiner als die Zellen sind (z.B. Zelltrümmer oder Zellaggregate),
können gleichzeitig mit dem Größenspektrum der Organismen erfaßt werden.
4.3.3 Photometrie
Zur Erfassung der bakteriellen Zellkonzentration, bzw. Biomasse wurden
Bakteriensuspensionen mittels Photometrie vermessen. Die optimale Absorptions-
wellenlänge wurde empirisch ermittelt. Das verwendete Photometer war ein
UVIKON 922 (Kontron Instruments), für die Messung mit sichtbarem Licht
wurden Einweg-Kunststoffküvetten (Roth) verwendet. Die eingestellte
Absorptionswellenlänge betrug 548 nm. Eichgeraden wurden in regelmäßigen
Abständen für die jeweils untersuchten Bakterien aufgenommen. Die
Zellkonzentration wurde anhand von Messungen mit dem Elzone-Counter einge-
stellt.
4.4 Fluoreszenz-Mikroskopie
Die Fluoreszenzmikroskopie gestattet unter geeigneten Bedingungen die
Detektion von Zellen, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind, in einer
Matrix, welche die normale optische Beobachtung nicht zuläßt.
4.4.1 Fluoreszenzmikroskopische Technik
Moleküle eines fluoreszierenden Stoffes senden, nachdem sie Licht absorbiert
haben, Strahlung gleicher oder längerer Wellenlänge aus. Die Zunahme der
Wellenlänge bei der Fluoreszenz wird als „Stokessche Verschiebung“ (Stokes
shift) bezeichnet. Durch die Absorption von Photonen werden Elektronen dieser
Moleküle aus einem Grundzustand in ein höheres Energieniveau überführt. Aus
diesem angeregten Zustand kann ein Molekül auf verschiedene Weise wieder in
den Grundzustand zurückkehren. Einer der möglichen Energieübergänge dabei ist
die Fluoreszenz. Da die absorbierte Energie nicht in einem Schritt, sondern über
mehrere Stufen mit strahlungslosen, energieverbrauchenden Übergängen wieder
abgegeben wird, ist das emittierte Fluoreszenzlicht energieärmer als die
absorbierte Strahlung.
Weil sich anregendes und emittiertes Licht in ihrer Wellenlänge unterscheiden, ist
es durch geeignete optische Filter möglich, angefärbte Strukturen wie z.B.
Zellen, weitestgehend ungestört von einem Hintergrund – und deshalb mit hoher
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Empfindlichkeit – zu detektieren. Diesen Vorteil nutzt die Fluores-
zenzmikroskopie. Einen umfassenden Überblick über Eigenschaften und
Verwendungsmöglichkeiten von Fluoreszenzfarbstoffen bietet HAUGLAND (1999).
Bei einem Epifluoreszenzmikroskop, Abb. 4, wird das zu untersuchende Präparat
mittels Auflichtanregung zum Fluoreszieren angeregt.
Abb. 4 Schematische Zeichnung eines Fluoreszenzmikroskopes
In modernen Mikroskopen sind die für die Auflichtanregung benötigten optischen
Filter sind in einem Block zusammengefaßt, siehe Abb. 5. Dieser Filterblock
beinhaltet einen Anregungsfilter, einen Reflektions-Kurzpaßfilter (dichromatischer
Spiegel) und einen Sperrfilter.
Abb. 5 Filterblock des verwendeten Fluoreszenzmikroskopes
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Das Anregungsfilter selektiert aus dem Strahlungsangebot der Lichtquelle die
Wellenlängen, die der Anregung der Fluoreszenz dienen. Ermöglicht wird dies
durch hohe Durchlässigkeit im Anregungsbereich, in anderen Wellenlängen-
bereichen jedoch durch größtmögliche Absorption. Die häufigste Form der
Anregungsfilter sind die Bandpaßfilter. Bandpaßfilter sind Filter mit einem engen
Durchläßigkeitsbereich. Bandpaßfilter werden durch die Kennbuchstaben BP mit
Zahlenangaben, die den durchgelassenen Wellenlängenbereich in Nanometer
angegeben, gekennzeichnet. Zur Charakterisierung dienen entweder die
Durchläßigkeitsoptima und die Halbwertbreite oder die kurz- und langwellige
Halbwertstelle. Im ersten Fall werden die Zahlen durch Schrägstrich, im zweiten
Fall durch Bindestrich getrennt.
Dichromatische Teilerspiegel reflektieren die kurzwellige Anregungsstrahlung zum
Präparat hin, sind jedoch transparent für das von dort emittierte längerwellige
Fluoreszenzlicht. Sie besitzen ein hohes Reflektionsvermögen in einem definierten
Spektralbereich. Man bezeichnet sie auch als Farbteiler.
Das Sperrfilter absorbiert vom Präparat gestreutes und in das Objektiv
eingetretene Anregungslicht. Für die Wellenlängen des Fluoreszenzlichtes besitzt
es jedoch höchste Durchlässigkeit. Die in der Fluoreszenzmikroskopie
angewendeten Filtertypen sind entweder Bandpaßfilter oder Langpaßfilter. Bei
den Langpaßfiltern handelt es sich um Filter mit einer steilen Flanke in einem
bestimmten Spektralbereich. Die Sperrung erfolgt im kurzwelligen Licht. Lang-
paßfilter haben die Kennbuchstaben LP mit einer Zahlenangabe, die die
Flankenwellenlänge in Nanometer bezeichnet.
Durch das geeignete Zusammenspiel der drei Filterkomponenten entsteht ein
helles, kontrastreiches Fluoreszenzbild vor einem dunklen Präparatehintergrund.
Die Bandbreiten einer Filterkombination geben Aufschluß über Helligkeit und Kon-
trast des Fluoreszenzbildes. Eine breite Anregung über einen Wellenlängenbereich
von etwa 80 nm ergibt eine größtmögliche Helligkeit des Fluoreszenzbildes, je-
doch auch eine Aufhellung des Hintergrundes, Bildüberstrahlung und einen
schlechten Kontrast im Vergleich zur Anregung über einen Wellenlängenbereich
von etwa 10 nm. Dies gilt im gleichen Maße auch für die Emissionsfilter. Durch
die Verwendung von langzeitbelichtungsfähigen CCD-Kameras zur Bilddoku-
mentation ist die Nutzung engerer Bandbreiten und der schwächeren Intensität
mit dem damit verbundenen erhöhten Kontrast möglich.
Das verwendete Fluoreszenzmikroskop war ein PC-gekoppeltes Nikon ECLIPSE
E1000, ausgestattet mit einem 3-Achsen Kreuztisch (Merzenhäuser), einer CCD-
Kamera Sony DXC-9100 P und einem Matrox Corona Framegrabber. Die
Steuerung der Kamera wie des 3-Achsen Kreuztisches erfolgte über das
Programm LUCIA 32 G 4.11 (Nikon) von einem Pentium ll Rechner aus. Die
Kreuztisch-Steuerung diente dem systematischen scannen eines mikroskopischen
Präparates.
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4.4.2 Verwendete Dokumentations- und Auswertesyteme
4.4.2.1 CCD Kamera
CCD (charge coupled device) Sensoren, wie sie in Videokameras Verwendung
finden, bieten die Möglichkeit, auf optoelektronischem Weg Bildinformationen
aufzunehmen und die Signale auf einem Speichermedium zu konservieren. Ein
CCD Sensor besteht aus einem Feld von einzelnen Sensorelementen (MOSs
(metal oxyd semiconductor)). Die Sensorelemente sind elektronisch gekoppelt
(coupled). Jedes Sensorelement integriert über die Aufnahmedauer die Menge
des einfallendes Lichtes in Form von Ladungsträgern auf. Durch das Anlegen
einer Taktspannung wird die Ladung abgegriffen und einer Signalleitung
zugeführt. Handelsübliche CCD Sensoren bestehen aus einem Feld von etwa
780*580 Sensorelementen von etwa 8-9 µm Kantenlänge (für rechteckige
Sensoren), welche sich zu einem Sensor von etwa 7*6,5 mm zusammensetzen.
4.4.2.2 Dokumentationssysteme
Die Umsetzung der analogen Spannungssignale zu computerlesefähigen digitalen
Bilddaten geschieht mittels eines Analog/Digitalwandlers. Die Auflösung und
Quantisierung des digitalen Bildes in Rasterpunkte und Farbstufen ist abhängig
von der Leistungsfähigkeit des verwendeten A/D Wandlers und dessen
Pixelbreite. Wird zur Digitalisierung ein Byte (=8 Bit=28 mögliche Zustände) pro
Bildpunkt verwendet, so ist eine Skala von 256 Grauwerten möglich. Bei der
Farbbildverarbeitung werden gewöhnlich für jeden Bildpunkt drei Byte für die
Grundfarben Rot, Grün und Blau (RGB) verwendet. Da das Auge bereits bei 100
Farbstufen, entsprechend etwa 32 Graustufen pro Farbe, keine Unterscheidung
mehr treffen kann, erscheint eine Einteilung in 256 Grau-, bzw. 2563 Farbwerte
als ausreichend.
Für die Bildaquirierung wurde das Programm LUCIA 32 4.11 (Nikon, Deutsch-
land) verwendet, da die Steuerung des Kreuztisches und der CCD-Kamera in die
Software implementiert waren. Die Bilder wurden als pixelorientiertes Bitmap-
Format abgespeichert. Die Auswertung der Bilder erfolgte entweder mittels des
ZEISS KS 400 V 3.0 (Carl Zeiss, Deutschland) oder mittels IMAGE PRO PLUS
4.0 (Matrix Vision, Deutschland). Letztere Software bot Handlingvorteile bei der
Bearbeitung von Farbbildern im HSI-Farbraum9. Die überwiegende Anzahl aller
Bilder wurde jedoch mit der Zeiss-Software im RGB-Farbraum4 ausgewertet. Die
in Kapitel 4.4.7 zusammengefaßten Schritte in der Aufarbeitung der fluo-
reszenzmikroskopischen Bilder wurden zu Stapelverarbeitungen (Macros) zusam-
mengefaßt, um eine beliebige Menge an Bildern in kurzer Zeit automatisch aus-
werten zu können.
                                   
9 Die verwendeten Farbräume (RGB und HSI) sind im Anhang erklärt.
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4.4.2.3 Confokales Laser Scanning Mikroskop (CLSM)
Ein konfokales Fluoreszenzmikroskop besitzt gegenüber einem Epifluoreszenzmi-
kroskop den Vorteil, bei der Fokussierung eines Präparates nicht das Streulicht
aus den nicht im Fokus befindlichen Ebenen zu dem Fluoreszenzlicht der
beobachteten Fokusebene hinzu zu addieren, was zwar den Kontrast deutlich
schmälert, aber das Objekt schärfer abbildet. Ein sogenanntes Pinhole fungiert
dabei als Blende. Das verwendete CLSM war ein PC-gekoppeltes Leica TCM. Die
Besonderheit bestand in der Spektroskopieausstattung des Emissions-
strahlenganges. Es wurden keine optischen Filtersätze mit festen Bandpassfiltern
verwendet, sondern eine optische Bank, ähnlich einem Fluoreszenzphotometer.
Dadurch konnten beliebige Filterbreiten gewählt werden, wobei bis zu drei
Fenster gleichzeitig betrachtet werden konnten.
4.4.3 Fluoreszenzmikroskopische Präparationen
4.4.3.1 Paraformaldehydlösung
Lebendfärbungen ohne vorherige Fixierung hatten sich in Voruntersuchungen
nicht bewährt, da die Zellinhaltsstoffe während der weiteren Aufarbeitungs-
schritte austraten und die Präparate diffus wirkten.
Zur Fixierung der Zellen wurde eine 4 %ige Paraformaldehydlösung täglich frisch
hergestellt. Dazu wurden 2 g Paraformaldehyd zu 50 ml PBS-Puffer, siehe Tab.
4, gegeben und auf 70°C erhitzt. Der Lösungsprozeß konnte durch Zugabe von
100 µl 1 M NaOH beschleunigt werden. Nachdem der Paraformaldehyd voll-
ständig gelöst war, wurde die Lösung auf Raumtemperatur (RT) abgekühlt und
über ein 0,2 µm Filter abfiltriert. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C im
Kühlschrank.
Tab. 4 PBS-Puffer
NaCl 8,00 g
KCl 0,20 g
Na2HPO4 1,44 g
NaH2PO4 0,20 g
Aqua deion. ad 1000
ml
pH = 7,0
Die Nachweistechniken zur Differenzierung von Bakterien und Tonmineralen so-
wie von Bakterien und Bodenpartikeln unterscheiden sich lediglich in der Proben-
vorbereitung. Bei der Untersuchung von Böden werden die Bakterien zuvor durch
Aufschlämmung und Ultraschallbehandlung teilweise von den Bodenpartikeln
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abgelöst, während diese Prozedur bei der Untersuchung von Tonmineralsuspen-
sionen nicht notwendig ist. Im folgenden sind die Schritte der Probenvorberei-
tung für Bodenproben beschrieben.
4.4.3.2 Vorbereitung von Bodenproben für optische Untwersuchungen
1 g Boden10 wurde in 99 ml steriler 0,01 M Natriumpyrophosphatlösung (NaPP)
suspendiert und ½ h bei 200 Umin-1 in einem 250 ml Erlenmeyerkolben mit Schi-
kanen geschüttelt. Nach dieser Zeit sedimentierte die Suspension genau 10 s.
Danach wurde in der Mitte der Flüssigkeitssäule in halber Tiefe 0,5 ml mit einer
sterilen Spritze (1 ml, B BRAUN) abgezogen. Der Probe wurden 1,5 ml einer 4 %
(w/v) Paraformaldehydlösung (siehe Kap. 4.4.3.1) beigemischt und diese
Suspension wurde für 1 h in einem temperierbaren Eppendorfschüttler
(Thermomixer 5437) bei 25°C mit 200 Umin-1 geschüttelt. Im Anschluß wurde
die fixierte Probe für 1 min bei 40 W auf Eis ultraschallbehandelt.
4.4.4 Farbstoffe und Methoden zur Zellzahlbestimmung
Einige der Methoden zur Gesamtzellerfassung, welche in rein wässrigen Lösun-
gen reproduzierbar anwendbar sind, versagen in Gegenwart von anorganischen
Komponenten und anorganisch/organischen Komplexen wie z.B. tensid-
modifizierter Tonminerale. FIEDLER (1997) hat die Anwendung des Elzone-
Counters und der Fluoreszenzmikroskopie für die Differenzierung von
Tonmineralpartikeln und Bakterien untersucht. Der Elzone-Counter vermag die
Tonpartikel, obwohl sie bei gleichem nominalen Durchmesser wie die Bakterien
ein geringeres Volumen als diese besitzen, nicht von den Bakterien zu trennen.
Dies sollte jedoch aufgrund des Partikelvolumens möglich sein. Klassische
Fluoreszenzfarbstoffe wie DAPI und AO erzeugen im epifluoreszenz-
mikroskopischen Bild bei Bindung an Tonminerale Fluoreszenzsignale, welche mit
denen der Bakterien identisch sind. FIEDLER stand für ihre Untersuchungen nur
eine monochrome CCD-Kamera zur Verfügung, so daß keine Farbdifferenzen
sichtbar gemacht werden konnten. Diese Farbstoffe sollen weiter untersucht
werden, da eine mögliche Farbaufspaltung des Emissionslichtes bei spezifischer
und unspezifischer Bindung eine Differenzierung mittels RGB Kamera zulassen
könnte. Dieser Sachverhalt findet in der physikalischen Chemie bei der Bestim-
mung der Ionenaustauschkapazität von Montmorillonit mittels AO Verwendung
[COHEN and YARIV, 1983].
                                   
10 Der verwendete Boden (Kap. 4.6.1.1) wurde zuvor bis zur Gewichtskonstanz bei RT getrock-
net und im Anschluß bei 4°C gelagert. Vor der Probenahme wurde ein Aliquot über Nacht auf RT
gebracht.
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4.4.4.1 Acridinorange (Fa. Merck)
Charakteristika
3,6-bis[Dimethylamino]acridin (Acridinorange,(AO)) ist eine schwache, wasser-
lösliche Base, siehe Abb. 6. Sie bildet Dimere, wenn die Konzentration > 10-7 M
ist und liegt bei Konzentrationen > 10-2 M fast ausschließlich als Dimer vor. In
geringeren Konzentrationen < 10-7 M liegt sie als Monomer vor. Monomer und
Dimer zeichnen sich durch unterschiedliche Fluoreszenzcharakteristika aus:
Das Absorptionsmaximum des Monomer liegt bei 494 nm und das Emissions-
maximum bei 530 nm. Das Monomer fluoresziert grün und erzeugt im fluores-
zenzmikroskopischen Bild eine grüne Hintergrundfluoreszenz, da durch Waschen
des Polycarbonatfilters, auf dem die Objekte fixiert sind, der Farbstoff ausge-
dünnt wird [OLTMANNS, 1996]. Es bindet spezifisch an doppelsträngige Nukle-
insäuren was ebenfalls grüne Fluoreszenz hervorruft, die jedoch zehnmal lang-
samer als die Fluoreszenz des frei vorliegenden Monomers ausbleicht [ZELENIN,
1993].
Das Absorptionsmaximum des Dimers liegt bei 465 nm, das Emissionsmaximum
bei 640 nm. Konzentrationen zwischen 10-7 M und 10-2 M erzeugen Mischfarben.
Acridinorange bindet an einzelsträngigen Nukleinsäuren (hauptsächlich RNS) als
Dimer. Es fluoresziert rot. Da die grüne Fluoreszenz des DNS-gebundenen Mono-
mers von der grünen Hintergrundfluoreszenz schwierig zu differenzieren ist, eig-
net sich die rote Fluoreszenz des RNS-gebundenen Dimers besser als Nachweis
für Zellen. RNS ist idealerweise im Cytoplasma von Bakterien gleichmäßig verteilt
[ALBERT´S et al., 1990]. Die Anfärbung der RNS mit Acridinorange ermöglicht
dadurch eine Erfassung der gesamten Zelle.
NH
NN CH3
CH3
H3C
CH3+
Cl-
Abb. 6 Chemische Struktur von Acridinorange
Der Total AO Count
Die Methode zur Gesamtzellerfassung mittels AO entsprach hinsichtlich
Inkubationszeit und Farbstoffkonzentration den Empfehlungen von KEPNER und
PRATT (1994). Ein Aliquot der Suspension, welche das Fixativ enthielt, wurde auf
einen geschwärzten Polycarbonat-Filter (Millipore GTBP, 47 mm Æ), abgenutscht,
mit 20 ml sterilfiltriertem PBS-Puffer (Tab. 4) gewaschen und anschließend mit
der Farbstofflösung überschichtet. Für Suspensionen mit reinen Tonmineralen
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wurde eine Farbstoffendkonzentration von 80 µg/ml eingesetzt, bei einer Inkuba-
tionszeit von 5-10 min. Für Bodenproben wurden 100 µg/ml eingesetzt, bei einer
Inkubationszeit von 15 min. Nach der Färbung wurde der überschüssige Farb-
stoff durch dreimaliges Waschen mit 20 ml sterilfiltriertem PBS-Puffer entfernt
und das Filter für 1 h in einen Exsikkator gelegt. Zur Präparation wurde das Filter
zwischen Objektträger und Deckglas in Immersionsöl eingebettet. Die Anregung
des Farbstoffes erfolgte mit blauem Licht (lmax = 490 nm).
4.4.4.2 DAPI (Fa. Roth)
Charakteristika
4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI), siehe Abb. 7, ist einer der am häufigsten
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe zur Bestimmung der Gesamtzellzahl [KEPNER
et al., 1994;  PORTER and FEIG, 1980]. Es ist ein synthetisches Antibiotikum, das
zu den Nukleinsäurefarbstoffen gehört und eine besondere Affinität zu AT-
reichen Bereichen der DNS hat. Es wird angenommen, daß DAPI an dem
Phosphatrückgrat der DNS bindet oder diese interkaliert [TROTTA et al., 1995].
Bei einer Anregungswellenlänge im ultravioletten Bereich (lmax = 372 nm)
fluoresziert es weißlich-blau bei lmax = 456 nm. Bei Bindung an DNS erhöht sich
die Fluoreszenz um den Faktor 20 [HAUGHLAND, 1999].
NC
H2N
NH2
C
NH2
NH2
+
+
Cl-
Cl-
Abb. 7 Strukturformel von DAPI (4´,6-Diamidino-2-phenylindol)
Der Total DAPI Count
Die Anfärbung aller Bakterien einer Probe mit DAPI entsprach methodisch der für
AO, jedoch wurden für reine Tonmineralsuspensionen eine Farbstoffend-
konzentration von 20 µg/ml eingesetzt (Inkubationszeit : 20 min.) Für Boden-
proben wurden sowohl 20 µg/ml als auch 0,5 µg/ml [KEPNER and PRATT, 1994]
verwendet. Die Inkubationszeit betrug hier 10 min. Die Anregung des Farbstoffes
erfolgte mit UV Licht (lmax = 360 nm).
Material und Methoden
                                                                                                                               
38
4.4.4.3 SYTO-Farbstoffe (Fa. Molecular Probes)
Charakteristika
Die SYTO-Farbstoffgruppe wurde von der Firma Molecular Probes entwickelt.
Diese sogenannten „cyanine dye derivatives“ besitzen laut Hersteller zwei
herausragende Eigenschaften : Ihre intrinsische Fluoreszenz in Abwesenheit von
Nukleinsäuren ist sehr gering und steigt bei Bindung an Nukleinsäuren um das
500-4000fache. Bedingt durch ihre hohe Affinität zu Nukleinsäuren, sollen
andere Biopolymere kaum angefärbt werden. In der Literatur ist bisher nur die
Struktur des grün fluoreszierenden Farbstoffs SYTO 16 beschrieben worden
[IBRAHIM et al., 1997; LEBARON et al., 1998 (I)]. Folgende Farbstoffe (Tab. 5)
wurden ausgewählt. Die Auswahl richtete sich nach den zu Verfügung
stehenden Filterblöcken des Fluoreszenzmikroskopes und der Fluoreszenz-
verstärkung bei Bindung an DNS.
Tab. 5 Untersuchte SYTO-Farbstoffe
Name Anregungswellenlänge /
Emissionswellenlänge [nm]
Fluoreszenzverstärkung
bei Bindung an DNS
SYTO 16 488 / 518 ~ 650 x
SYTO 21 494 / 517 ~ 500 x
SYTO 24 490 / 515 ~ 760 x
SYTO 45 455 / 484 ~ 4660 x
Die Farbstoffe wurden in Endkonzentrationen von 50 nM bis 20 µM eingesetzt.
Der Total SYTO Count
Die Methode zur Gesamtzellerfassung mittels SYTO-Farbstoffen entsprach
methodisch der von AO und DAPI, jedoch wurden für reine Tonmineral-
suspensionen eine Farbstoffendkonzentration von 10 µg/ml eingesetzt, bei einer
Inkubationszeit von 10 min. Für Bodenproben wurden 20 µg/ml eingesetzt. Die
Inkubationszeit betrug ebenfalls 10 min. Die Anregung von SYTO 45 erfolgte mit
UV Licht (lmax = 360 nm), bei alle anderen SYTO´s mit blauem Licht (lmax = 490
nm).
4.4.4.4 SYBR (Fa. Molecular Probes)
Charakteristika
Der Farbstoff SYBR GREEN ist chemisch mit den SYTO-Farbstoffen verwandt,
wie bei diesen ist seine Strukturformel nicht veröffentlicht. SYBR GREEN wurde
ursprünglich für Gelfärbungen entwickelt, fand aber auch bei der Färbung zur
Gesamtzellerfassung Anwendung [FUHRMAN and NOBLE, 1998; LEBARON et
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al.,1998 (I)]. Er wurde von WEINBAUER et al. (1998) als eine Alternative zu DAPI
für „total bacterial counts“ in Böden und Sedimenten beschrieben. Der Farbstoff
wurde in der Endkonzentration 50 µM eingesetzt.
Der Total SYBR Count
Zur Färbung von Bakterien in Gegenwart von Tonmineralen oder Boden wurde
die Färbungsmethode von WEINBAUER et al. (1998) modifiziert : 2 g Boden
wurden mit 6 ml 4 %iger (w/v) Paraformaldehydlösung versetzt, gevortext und 3
h bei 4°C gehalten. Die Suspension wurde danach erneut gevortext, und 100 µl
entnommen, bevor die Partikel sedimentieren konnten. Die Suspension wurde
1:10 mit 0,01 M Natriumpyrophosphatlösung verdünnt, gevortext und erneut
1:10 mit 0,01 M Natriumpyrophosphatlösung verdünnt. Die letzte
Verdünnungsstufe wurde für 45 min in einem Eppendorfschüttler (Theromixer
5437) bei 25°C und 400 Umin-1 geschüttelt. Sodann für 1 min mit 40 W
Ultraschall behandelt. Anschließend wurde die Probe in eine Filtrationseinheit
überführt, in die zuvor ein Anodisc Filter (Whatman, 0,2 µm, 25 mm Æ) eingelegt
worden war. Um eine gleichmäßige Verteilung der Suspensionspartikel auf dem
Filter zu erreichen, wurden 4 ml 0,2 µm filtrierten PBS-Puffers vorgelegt und die
Probe in den Puffer hineinpipettiert. Der Puffer wurde durch Anlegen eines
Unterdrucks von 130 mbar entfernt und das Filter mit 1,5 ml einer 5 µM Lösung
SYBR GREEN überschichtet. Nach 15 min wurde die Farbstofflösung durch
Anlegen eines Unterdrucks von 130 mbar abgesaugt und das Filter 2 x mit 4 ml
0,2 µm filtrierten PBS-Puffer gewaschen. Nachdem das Filter trockengenutscht
worden war, wurde es auf einen mit einem Tropfen Immersionsöl belegten
Objektträger gelegt. Auf das Filter wurde ein weiterer Tropfen Immersionsöl
(Merck) gegeben. Ein quadratisches Deckglas (20x20 mm) wurde mit leichtem
Druck aufgesetzt und ebenfalls mit Immersionsöl versehen. Die Betrachtung
erfolgte bei Anregung mit blauem Licht (lmax = 490 nm).
4.4.4.5 SYTOX GREEN (Fa. Molecular Probes)
Charakteristika
Es gibt drei verschiedene SYTOX-Farbstoffe (SYTOX BLUE, GREEN und
ORANGE), die sich hinsichtlich ihrer Fluoreszenzcharakteristika unterscheiden,
jedoch ist bisher nur SYTOX GREEN in der Literatur beschrieben. Der Farbstoff
SYTOX GREEN ist chemisch mit den SYTO-Farbstoffen und dem SYBR GREEN
verwandt, jedoch soll er im Gegensatz zu diesen Farbstoffen in Zellen mit in-
takter Membran nicht eindringen [JOHNSON, 1997; LANGSRUD and SUNDHEIM,
1996]. Die Membranen der anzufärbenden Zellen müssen permeabel sein. Dies
kann mittels Tensiden, wie sie in der Molekularbiologie gebräuchlich sind,
geschehen. HAUGLAND (1999) empfiehlt den Einsatz des Niotensids Tween 80,
jedoch ist auch die Verwendung anionischer Tenside wie SDS möglich. SDS ist
in den Hybridisierungspuffern für FISH enthalten [AMANN et al, 1990; AßMUS,
1995] und sorgt dort für eine Permeabilisierung der Zellen. SYTOX GREEN eignet
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sich daher unter bestimmten Bedingungen als Kontrastfarbstoff für FISH. Die
Sytox-Farbstoffe wurden in einer Endkonzentration von 5-25 µM eingesetzt.
Der Total SYTOX Count
Ein Aliquot der fixierten Suspension wurde in 4 ml 46°C warmen Beaconpuffer
(siehe Tab. 6) in die vorgeheizte Hybridisierungskammer11 pipettiert und die
Flüssigkeit durch mehrmaliges Auf- und Abziehen gut durchmischt. Der Zeitraum
des Permeabilisierens betrug 1 h. Die Hybridisierungskammer wurde danach aus
dem Thermoblock entnommen und 5 min abgekühlt. Der Beaconpuffer wurde
unter 130 mbar Unterdruck abgezogen und das Filter 5 x mit jeweils 4 ml
sterilfiltriertem BC-Puffer oder Brunner-Puffer gewaschen. Im Anschluß wurde
das Filter mit 1,5 ml 25 µM Sytox Green Lösung überschichtet und 5 min
inkubiert. Die Farbstofflösung wurde wiederum mit 130 mbar Unterdruck
abgezogen und das Filter 2 x mit jeweils 4 ml sterilfiltriertem BC-Puffer oder
Brunner-Puffer gewaschen. Nach Entnahme aus der Hybridisierungskammer
wurde das Filter auf einen mit 50 µl BC-Puffer oder Brunner-Puffer
angefeuchteten Objektträger gelegt. Weitere 50 µl BC-Puffer oder Brunner-Puffer
wurden auf das Filter gegeben. Nach Aufbringung des Deckglases wurde mit
leichtem Druck die Luft unter dem Deckglas entfernt und danach ein Tropfen
Immersionsöl auf das Deckglas gegeben. Das Präparat wurde mit UV-Licht
angeregt (lmax = 360 nm). Je nach Stärke der blauen Hintergrundfluoreszenz
konnte eventuell der Blaukanal der Kamera zurückgeregelt werden, um dem
menschlichen Auge einen besseren Kontrast zu bieten.
Tab. 6 Beaconpuffer. Um den Puffer einfrieren zu können, wurde das NaCl kurz vor Gebrauch aus
einer 4,5 M Stammlösung zugegeben.
Tris 2,4 g
SDS 2,0 g
Na3-EDTA 2,0 g
MgCl2 0,2 g
NaCl 52,6g
Aqua deion. ad 1000
ml
pH = 7,0
4.4.4.6 Polyklonale Antikörper
Im Rahmen des PAK-Projektes sollten diagnostische Antikörper gegen (Ober-
flächen-) Antigene von Pseudomonas putida hergestellt werden, da es keine
käuflich zu erwerbenden Seren gegen diesen Organismus gab.
                                   
11 FinStar siehe Kapitel 4.4.5.2
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4.4.4.6.1 Herstellung eines polyklonalen Antiserums (pAB) gegen Pseudomonas
putida mittels immunisierter Hühner
Die Herstellung der polyklonalen Antikörper erfolgte in legereifen, weiblichen
braunen „Leghorn“-Hühnern. Alle Tierversuche waren vom Regierungspräsidium
des Landes NRW genehmigt worden (RP-Nr. : 23.203.2 AC 12, 10/98).
Antigenaufreinigung
Für die Immunisierung der Hühner wurde eine Batchkultur von Pseudomonas
putida angesetzt. Als Substrat diente Naphthalin, um die Ausprägung möglicher
spezifischer Oberflächenantigene für den PAK-Abbau zu induzieren. Es wurden
Aliquote sowohl aus der Log-, als auch aus der stationären Phase entnommen
und die Zelldichten mittels ELZONE-Counter auf 107 Zellen/ml eingestellt. Die
lebenden Zellen wurden durch UV-Bestrahlung in einem UV-Crosslinker
(Statagene UV Linker 1800) abgetötet. Dazu wurde 5 ml der Flüssigkultur unter
Zugabe von 5 µl Tween 80, um einen gleichmäßige Verteilung der Flüssigkeit zu
erreichen, in eine sterile Petrischale gegeben und 90 s lang bestrahlt. Die
Aliquote wurden danach vereinigt und auf noch vorhandene koloniebildende
Zellen überprüft (KBE). Die erfolgreich abgetötete Charge wurde dreimal in
sterilem PBS-Puffer gewaschen und in steriler Ringerlösung resuspendiert.
Immunisierung
Die Haltung und Immunisierung der Tiere erfolgte im Institut für Versuchstier-
kunde sowie im Zentrallabor für Versuchstiere des Klinikums der RWTH Aachen.
Aufgrund bisheriger Erfahrungen (persönliche Mitteilung Dr. MONECKE) sollten pro
Antigen immer zwei Hühner immunisiert werden, um wenigstens ein Tier zu
erhalten, welches eine adequate Immunantwort für nachfolgende Versuche auf-
weist. Die Antigene wurden den Hühnern subcutan als 100 µl Aliquote injziiert.
Verfolgung der Antikörperproduktion mittels ELISA
Um den optimalen Zeitpunkt für die Ernte der pAB zu ermitteln, wurden in regel-
mäßigen Abständen Eier aufgearbeitet (siehe nächsten Punkt „Antikörper-
aufreinigung“) und mittles ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbend Assay) die
Bindungskapazität des Serums gegen Zellen von Pseudomonas putida getestet.
Antikörperaufreinigung
Das Eigelb der Eier wurde mittels PEG 6000 (Sandoz) gefällt, die im Überstand
befindlichen Antikörper dann als Serum verwendet. Es erfolgte keine weitere
Aufreinigung des Serums.
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Direkte Markierung der Antikörper mittels ALEXA 488
Die direkte Fluoreszenzmarkierung der pAB geschah durch das Protein Labeling
Kit ALEXA 488 von Molecular Probes nach Vorschrift des Herstellers. Da die IgY
Antikörper von Hühnern in etwa das gleiche Molgewicht (~150000) wie die IgG
Antikörper von Säugetieren (~145000) besitzen, waren keinerlei Modifikationen
des Markierungsprotokolls notwendig.
Indirekte Markierung der primären Antikörper durch fluoreszenzmarkierte Anti-
Antikörper
Für den indirekten Nachweis wurden ALEXA 488 markierte Ziege-Anti-Huhn IgG
Antikörper (Molecular Probes) sowie Cy 2, Cy 3 und FITC markierte Affe-Anti-
Huhn IgG Antikörper (Dianova) verwendet. Die Antikörper reagieren laut Her-
steller gegen die schwere Kette der IgY und gegen die leichten Ketten anderer
Immunglobuline. Bei den verwendeten Antikörpern handelt es sich ausnahmslos
um Full-Size12 Antikörper.
4.4.4.6.2 Erfassung von Pseudomonas putida mittels pAB
Der direkte Nachweis sowie indirekte Nachweis von Pseudomonas putida Zellen
mittels ALEXA 488 markierter primärer Antikörper, bzw. sekundärer Antikörper
geschah modifiziert nach der Methode von SCHLOTER (1993). Der Nachweis ge-
schah entweder auf hydrophobisierten Objektträgern oder auf geschwärzten
Polycarbonatfiltern. Das Verfahren mit den Polycarbonatfiltern vermied den sonst
notwendigen Zentrifugationsschritt, um das Fixativ zu entfernen. Bei der
Zentrifugation bildeten sich Tonmineral-Bakterienkomplexe, die aufgrund ihrer
dreidimensionalen Ausdehnung nur schwer auszuwerten waren. Die Objektträger
mit den darauf fixierten Zellen (Kap. 4.4.5.1) wurden zunächst ½ h mit einer
Blockierlösung aus 3 % BSA (Sigma, Deisenhofen) in PBS (pH = 7,0) beschickt,
um unspezifische Bindung von Antikörpern zu verhindern. Anschließend wurden
sie gründlich mit auf 37°C vorgewärmten Waschpuffer13 gespült. Die Felder des
Objektträgers mit den eingetrockneten Zellen wurden mit 20 µl einer angepaßten
Verdünnung des primären Antikörpers überschichtet und ½ h in einer
equilibrierten Hybridisierungskammer für Objektträger (Abb. 8) bei 37°C
inkubiert.
                                   
12 Full-Size Antikörper lassen sich mittels Proteasen in ein Fab- und ein Fac-Fragment trennen.
Das Fab-Fragment ist immunologisch wirksam, das Fac-Fragment (cristallise) fällt aus. Die
Aufgabe des Fac-Fragmentes ist die Komplementaktivierung, zudem wirkt es cytotoxisch auf die
markierte Zelle.
13 1 % BSA in PBS (pH = 7,0)
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Abb. 8 Hybridisierungskammer aus V2A-Stahl für Objektträger, welche luftdicht schließt und in
einem handelsüblichen Thermoblock equilibriert werden kann.
Danach wurden sie, wie oben beschrieben, abgespült. Nach zwei Minuten Inku-
bation in Waschpuffer wurden sie ein weiteres Mal gespült. Sollte eine indirekte
Markierung durchgeführt werden, wurden die Proben nun mit dem sekundären
(Anti-) Antikörper in geeigneter Verdünnung für 40 min inkubiert, ebenfalls bei
37°C. Dann wurden die Objektträger erneut gewaschen, zuletzt mit H2Oention. und
an der Luft getrocknet. Nachdem der Objektträger getrocknet war, wurden die
Felder mit Immersionsöl überschichtet und mit einem Deckglas belegt.
Die Durchführung auf den geschwärzten Polycarbonatfiltern begann mit dem Ab-
nutschen von fixierten Zellen auf das Filter. Das Filter wurde mit auf 37°C vor-
gewärmtem Waschpuffer gespült und zunächst ½ h mit einer Blockierlösung
(s.o.) beschickt. Danach wurde wieder mit Waschpuffer gespült und das Filter
mit einer geeigneten Verdünnung des primären Antikörpers überschichtet. Die In-
kubation geschah in einer Nutsche (Sartorius), welche komplett in einen auf
37°C temperierten Brutschrank (Fa. Ehret, Emmendingen) gestellt wurde. Ein
Eintrocknen der überschichteten Lösung wurde durch eine Parafilmabdeckung
verhindert. Nach der Inkubation erfolgte ein Waschschritt mit Waschpuffer, der
nicht sofort abgenutscht wurde, sondern 2-3 Minuten auf dem Filter verblieb.
Sollte eine indirekte Markierung durchgeführt werden, wurden die Proben nun
mit dem sekundären (Anti-) Antikörper in geeigneter Verdünnung für 40 min
inkubiert, ebenfalls bei 37°C. Dann wurde das Filter erneut gewaschen, zuletzt
mit H2Oention. und im Exsikkator getrocknet. Nachdem der Objektträger getrocknet
war, wurde das Filter mit Immersionsöl benetzt und mit einem Deckglas belegt.
Die geeigneten Verdünnungen wurden für jeden sekundären Antikörper optimiert
und lagen zwischen 1:200 – 1:400. Die geeignete Verdünnung für den primären
Antikörper lag bei 1:500. Alle Verdünnungen wurden in Waschpuffer durchge-
führt.
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4.4.4.7 Detektion von Bacillus subtilis mittels fluoreszenzmarkierter Lectine
Die Gesamtzellerfassung mittels fluoreszenzmarkierter Lectine beschränkte sich
auf den Nachweis von Bacillus subtilis, da das verwendete WGA14 nur mit gramÅ
Bakterien reagiert. Die verwendeten Lectine (Fa. Molecular Probes) waren mit
OREGON GREEN und TEXAS RED markiert. Der Ablauf der Färbung entsprach
dem Ablauf für die direkte Markierung der mittels ALEXA 488 markierten pri-
mären Antikörper. Die Inkubationstemperatur wurde zwischen 25°C und 37°C
variiert. Die Endkonzentration der Lectine lag bei 2 µg/ml.
4.4.4.8 Green fluorescent Protein (GFP) exprimierende Bakterien
Eigenfluoreszente Bakterien auf Basis von GFP Expression wurden bereits mehr-
fach in ökologischen Studien eingesetzt [BLOEMBERG et al., 1997; EBERL et al.,
1997; TOMBOLINI et al., 1997], da sie ohne Färbeverfahren detektierbar sind.
Damit entfällt das Problem der unspezifischen Fluoreszenz durch Bindung von
Farbstoffen an anderen Materialien.
Um diesen Vorteil zu nutzen, sollte eine chromosomal verankerte GFP-Mutante
von Ralstonia eutropha hergestellt werden, um parallele Vitalfärbungen
durchführen zu können. Übliche Färbeverfahren verlangen eine Abtötung durch
Fixierung der Zellen. Für die Herstellung einer konstitutiv GFP-exprimierenden
Mutante wurde der Donorstamm Escherichia coli S17-1lpir pAG408 und der
Rezipientenstamm Ralstonia eutropha JMP134-1 verwendet
Transposonvektoren mit gfp als Markergen
Allgemein sind Transposons diskrete Sequenzen im Genom, die beweglich sind,
d.h. sie können sich selbst zu anderen Orten innerhalb des Genoms
transportieren [LEWIN,1994].
Für stabile, chromosomale Integration des Markergens gfp in Gram-negative
Bakterien werden Transposonvektoren wie der in Abb. 9 dargestellte pAG408
verwendet. Sie basieren auf Tn5-Transposons.
Das Plasmid pAG408 trägt den vegetativen Replikationsursprung ori R6K und
wird nur in Bakterien wie den E.coli S17-1lpir15 repliziert, die das p-Protein
produzieren. Dadurch wird eine unkontrollierte Übertragung und Vermehrung
dieses Plasmides verhindert. Der Replikationsursprung ori RP4 ermöglicht eine
effiziente Plasmidmobilisierung. Das Transposasegen (tnp*), dessen Genprodukt
für die Transposition des Tn5-Elementes zuständig ist, befindet sich in den Tn5-
Transposonvektoren außerhalb der 19 bp „Inverted Repeats“, den I- und O-Tn5-
                                   
14 Wheat Germ Agglutinin
15 E.coli S17-1lpir : Das pir-Gen wurde durch einen transduzierenden l-Phagen übertragen.
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Enden. Diese kurzen DNS-Sequenzen sind für die Integration der
Transposonkassette in das Bakterienchromosom verantwortlich. So kann nach
der Integration des Transposons in die Ziel-DNS keine erneute Transposition
stattfinden, da das Transposase-Gen fehlt. Man spricht in diesem Fall auch von
einem Suizidvektor.
Abb. 9 Restriktionskarte des mini-Transposonvektors pAG408
gfp Gen für das Grün fluoreszierende Protein GFP
aphA3 Kanamycin-Resistenzgen
bla Ampicillin-Resistenzgen
Gm Gentamycin-Resistenzgen
oriT RP4 “origin of transfer” des Plasmides RP4
ori R6K “origin of replication” des Plasmides R6K
tnp* Transposase Gen
atpE Primer aus Konstruktion des Plasmides (Übertragung der Antibiotikaresistenz)
I, O „Inverted Repeats“, Tn5-Enden
E.coli, die dieses Plasmid replizieren, fluoreszieren nicht. Es befindet sich
„upstream“ des gfp-Gens keine Promotorsequenz, von der eine Expression dieses
Gens ausgeht. Gelangt nun das Transposon nach Integration in das Rezipienten-
chromosom „downstream“ eines geeigneten Promotors, wird das gfp-Gen
exprimiert und das Transkonjuganten-Bakterium fluoresziert nach Anregung mit
UV-Licht. Die Überprüfung der Transkonjuganten auf erfolgreiche Integration des
gfp-Gens erfolgt durch Ausstreichen auf Ampicillin-Nährböden. Der erfolgreiche
Transfer des gfp-Gens ist an der Ampicillin-Sensitivität zu erkennen, denn das
Ampicillin-Resistenzgen (bla) befindet sich auf dem Suizidanteil des Transposon-
vektors außerhalb der „Inverted Repeats“.
Um bei der Kultivierung des Donorstammes auf plasmidhaltige Zellen zu
selektieren, wurde dem Medium das Antibiotikum Ampicillin zugesetzt.
Selbsttransponierten E. colis fehlte dieses Resistenzgen, sie wurden nicht
mitkultiviert.
Die Übertragung des Plasmids erfolgte über ein sogenanntes Filter-Mating. Der
Donorstamm wurde in LB-Medium mit 50 mg/l Ampicillin angezogen, der Rezi-
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pientenstamm aus der Stammhaltung entnommen. Donor und Rezipientenzellen
wurden auf gleiche Zelldichte eingestellt (108/ml). Dann wurden zuerst die Rezi-
pientenzellen auf ein Nucleopore Filter (22 mm Æ) abgezogen und mit LB-Medium
gewaschen. Es folgten die Donorzellen, auch diese wurden mit LB-Medium
gewaschen. Das Filter wurde danach auf LB-Medium übertragen, welches das
Antibiotikum Gentamycin (50 mg/l) sowie 50 mg/l 2,4-DCP enthielt. Das Filter
wurde zwei Tage bei 25°C im Brutschrank inkubiert. Zur Aufreinigung der
Transkonjuganten wurden Einzelkolonien gepickt, welche unter UV-Licht deutlich
grün leuchteten. Eine Überimpfung auf Ampilicillin-haltiges Medium diente dem
Ausschluß möglicher selbsttransponierter E. coli. Klone, welche grün leuchteten
und Ampilicillin-sensitiv waren, wurden in 2,4-DCP haltiges Medium überimpft,
um auf 2,4-DCP Abbau zu selektieren.
4.4.5 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
Allen Färbungsschritten bei der FISH gingen Fixierungsschritte voraus, wie sie in
Kap. 4.4.3.2 bereits für die Verfahren zur Gesamtzellzahlerfassung beschrieben
wurden. Als Fixativ diente 4 %ige (w/v) Paraformaldehydlösung, siehe Kap.
4.4.3.1. Als Trägermaterialien kamen sowohl hydrophobisierte Objektträger als
auch Polycarbonat-, bzw. Al2O3-Filter zum Einsatz.
4.4.5.1 Hydrophobisierte Objektträger
Die Aufarbeitung für die FISH auf hydrophobisierten Objekträgern (Marienfeld
KG) begann mit der Fixierung von 1 ml Probensuspension mit 3 ml einer 4 %igen
(w/v) Paraformaldehydlösung. Während der einstündigen Inkubation bei RT
wurde die Probe durchgehend mit etwa 200 Umin-1 geschüttelt. Nach dieser Zeit
wurde das Fixativ durch einen Zentrifugationsschritt entfernt. Dazu wurden die
Partikel in der Fixierungslösung bei 5000 g für 15 min zentrifugiert und der
Überstand vorsichtig abgesaugt. Das Pellet wurde zweimal mit PBS-Puffer ge-
waschen und danach in PBS-Puffer resuspendiert. Diese Suspension wurde dann
in 20 µl Aliquoten auf die Felder der hydrophobisierten Objektträger pipettiert.
Die Proben wurden über Nacht bei RT getrocknet und waren über Monate ohne
merklichen Verlust der Fluoreszenzintensität lagerfähig.
4.4.5.2 Entwicklung einer temperierbaren Reaktionskammer für FISH
Bisherige Verfahren für FISH nutzten hauptsächlich hydrophobisierte Objektträger
als Träger der fixierten Zellen. Die Objektträger selber waren ein optimaler
Träger, weil Glas keinerlei Eigenfluoreszenzen aufweist, jedoch erforderte die
Aufarbeitung der Probe einen oder mehrere Zentrifugationsschritte. Dadurch kam
es insbesondere bei Tonmineralsuspensionen zu erheblicher Aggregation, die nur
schwer wieder zu disaggregieren war. Die Aufbringung der Probe auf den
hydrophobisierten Objektträger war die nächste Schwachstelle : Um quantitative
Aussagen über die ursprüngliche Zelldichte machen zu können, mußte die
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Verteilung der Partikel in einem aufgebrachten Flüssigkeitstropfen über das ganze
Feld homogen sein und gleichmäßig eintrocknen. Tatsächlich bildeten sich
konzentrische „Ringe“ auf dem Feld, die Bakterien waren ungleichmäßig verteilt.
Dieser Effekt war auch durch Tensidzugabe sowie Trocknen im Kühlschrank
nicht zu beseitigen. Die notwendige Überführung des Objektträgers von der
Objektträgerkammer in einen mit Waschpuffer gefüllten Behälter, sowie das
Abspülen mit Wasser als letztem Schritt kann lose anhaftende Zellen ablösen und
die Zellzählung verfälschen.
Die Rückhaltung der Zellen auf einem Filter verursacht aufgrund des fehlenden
Zentrifugationsschrittes geringere Zellverluste als die Immobilisierung auf einem
hydrophobisierten Objektträger. Eine ideale Filtrationseinheit muß zudem
temperierbar sein und über ein geringes, geschlossenes Luftvolumen verfügen,
damit der Hybridisierungspuffer bei sparsamen Gebrauch nicht eintrocknet. Diese
Anstrengungen führten zur Entwicklung des FInStaR (Filtration Incubation and
Staining Reactor), siehe Abb. 10. Die im folgenden beschriebene
Hybridisierungskammer wurde beim deutschen Patentamt unter der Nummer 199
54 713.0 „Vorrichtung zur Hybridisierung von Zellen“ [POSCHEN, KLAUTH und
WILHELM, 1999] zum Patent angemeldet.
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Abb. 10 CAD-Zeichnung FInStaR
Der FInStaR besteht aus folgenden Bauteilen (siehe Abb. 10). Zunächst ein ei-
gentlicher Korpus (1), in welchen die Abnutschvorrichtung integriert ist, d.h. eine
Fassung für die Glasfritte (8) sowie ein Kanal bzw. Rohr zum Anlegen eines
Vakuums (3). Des weiteren befindet sich in diesem Bauteil ein Gewinde, in dem
das Hybridisierungsrohr (5) eingeschraubt wird. Ein Deckel (2) mit
Verschlußscheibe (4), Halteschraube (9) und Fixierungsstiften (10) dient zum
Schutz vor Licht und Staub. Ein Metallring (7), welcher sich unter der Glasfritte
befindet, beeinflußt die Strömungseigenschaften in der Glasfritte so, daß nach
dem Absaugen eine homogenere Verteilung der Zellen auf dem Filter (6) vorliegt.
Diese Erweiterung ist nicht zwingend zur Versuchsdurchführung notwendig.
Die Bauteile bestehen, mit Ausnahme der Dichtungen und der Glasfritte, aus
rostfreien VA-Stahl. Der FInStaR ist multifunktionell, d.h. es lassen sich sowohl
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Fixierungen, Hybridisierungen als auch Kontrast- bzw. Gesamtzellfärbungen in
ihm durchführen.
Um mögliche Verluste an Zellen durch die Anwendung des FInStaR zu dokumen-
tieren, wurden Zellen von Pseudomonas fluorescens sowie Zellen von Bacillus
subtilis mittels des Elzone-Counters gezählt und Aliquote als Total SYTOX Count
im FInStaR bestimmt.
4.4.5.3 Quantifizierung des rRNS Gehaltes von Bakterien unterschiedlicher
Wachstumszustände und Korrelation mit dem Fluoreszenzsignal von
16S-rRNS Sonden
Verwendet wurde ein RNS-Isolationskit (RNeasy Mini, # 74106) der Firma
Quiagen für quantitative Isolationen. Die untersuchten Bakterien waren
Pseudomonas fluorescens. Die Wahl fiel auf diesen Organismus, weil er in kein-
em Wachstumszustand zu übermäßiger Aggregation neigte und somit die für die
RNS-Isolierung notwendige Zelldichte leicht mittels Elzone-Counter eingestellt
werden konnte. Als 16S-rRNS Sonde kam eine Texas Red markierte lineare
Oligonukleotidsonde (MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland) mit der Eubakteri-
ensequenz Eub338 [AMANN, 1990] zum Einsatz. Aliquote einer Pseudomonas
fluorescens Kultur wurden mittels Elzone-Counter gezählt und je ein Aliquot für
die RNS Isolierung und für die in situ Hybridisierung verwendet.
4.4.5.4 Molecular Beacons (Molekulare Leuchtfeuer)
16S-rRNS-Sonden sind nur bedingt für die Gesamtzellerfassung geeignet, da das
von ihnen ausgehende Fluoreszenzsignal von dem Ribosomengehalt und damit
auch dem physiologischen Zustand der Zelle abhängig ist. Die Erfassung
physiologisch inaktiver, und somit schwach leuchtender Zellen, hängt direkt von
der Stärke der umgebenden unspezifischen Hintergrundfluoreszenz ab. Eine
Strategie, die unspezifische Hintergrundfluoreszenz zu verringern, besteht in der
Verwendung von Molecular Beacons (siehe Kap. 3.3.2.2).
Die in situ-Hybridisierung mit Molecular Beacons verlief nach der Methode von
STAHL und AMANN (1991). Die Loop-sequenz entsprach der Eubakteriensequenz
Eub338 [AMANN, 1990]. Die Hybridisierung erfolgte entweder in einer temperier-
baren Objektträgerkammer (siehe Kap. 4.4.5.1) auf hydrophobisierten Objektträ-
gern oder in einer Hybridisierungskammer (siehe Abb. 8) auf Al2O3- oder Poly-
carbonatfiltern16. In Tab. 7 sind die Fluoreszenzfarbstoffe der verwendeten Mole-
cular Beacons sowie deren Fluoreszenzcharakteristika aufgelistet. Bezogen wur-
den alle Molecular Beacons von MWG-Biotech, Ebersberg in Deutschland.
                                   
16 Die Verwendung von Polycarbonatfiltern war nur für Anregung mit UV-Licht sinnvoll, da bei
Anregung mit sichbarem Licht eine starke Eigenfluoreszenz auftrat.
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Tab. 7 Verwendete Molecular Beacons
Name Stamm-Sequenz/Loop-Sequenz Gekoppelter Farbstoff (Ex./ Em.)
Eub_mb_coum 5`-GCG AGG GCT GCC TCC CGT AGG AGT CCT CGC-3` Coumarin (355/443)
Eub_mb_edans 5`-GCG AGG GCT GCC TCC CGT AGG AGT CCT CGC-3` (A)Edans (336/482)
Eub_mb_fluo 5`-GCG AGG GCT GCC TCC CGT AGG AGT CCT CGC-3` Fluorescein (494/518)
Eub_mb_luye 5`-GCG AGG GCT GCC TCC CGT AGG AGT CCT CGC-3` Lucifer Yellow (428/536)
Eub_mb_eosine 5`-GCG AGG GCT GCC TCC CGT AGG AGT CCT CGC-3` Eosine (524/544)
Eub_mb_tmr 5`-GCG AGG GCT GCC TCC CGT AGG AGT CCT CGC-3` TAMRA (540/565)
Eub_mb_tex 5`-GCG AGG GCT GCC TCC CGT AGG AGT CCT CGC-3` Texas Red (595/615)
Bei der Anwendung auf Objektträgern wurden diese mit den darauf fixierten Zel-
len in die temperierbare Objektträgerkammer eingelegt und mit Beaconpuffer
überschichtet, welcher die Sonde in einer Konzentration von 3 µg/ml enthielt. Die
Hybridisierung lief bei einer Temperatur von 46°C und einer Inkubationszeit von
1 h ab. Anschließend wurde die sondenhaltige Lösung entfernt, der Objektträger
mit 48°C warmen sondenfreien Beaconpuffer gespült und mit sondenfreien
Beaconpuffer erneut überschichtet. Dieser Waschschritt lief bei einer Temperatur
von 48°C und einer Inkubationszeit von 1 h ab. Sie wurden danach gründlich mit
H2Oention. gespült und an der Luft oder im Exsikkator getrocknet. Für die
Betrachtung unter dem Mikroskop wurden die Felder des Objektträgers mit je 10
µL Puffer, welcher mindestens 1 mM MgCl2 enthielt (z.B. BC-Puffer),
überschichtet. Danach wurde das Deckglas luftblasenfrei aufgesetzt.
Bei der Verwendung von Al2O3- oder Polycarbonatfiltern entfiel der Zentrifugati-
onsschritt zur quantitativen Entfernung des Fixativs. Aus der zu untersuchenden
Zellsuspension wurden mittels einer sterilen 1 ml Spritze 0,5 ml Probe
entnommen und mit 1,5 ml einer 4 % (w/v) Paraformaldehydlösung versetzt. Die
Fixierungslösung wurde 1 h bei 25°C bei 200 Umin-1 in einem Eppendorf-
schüttler inkubiert. Ein Aliquot der Fixierungslösung wurde danach auf ein Filter,
welches sich im FInStaR befand, abgenutscht. Es wurde zweimal mit je 4 ml
PBS-Puffer gewaschen. Im Anschluß wurde das Filter mit 4 ml Beaconpuffer, in
dem sich die Sonde in einer Konzentration von 3 µg/ml befand, überschichtet.
Die Hybridisierung fand bei 46°C für 1 h statt. Nach dieser Zeit wurde der son-
denhaltige Beaconpuffer abgenutscht, zweimal mit je 4 ml auf 48°C vorge-
wärmten sondenfreien Beaconpuffer gewaschen und im Anschluß mit 4 ml des
Gleichen überschichtet. Der Waschschritt wurde für 1 h bei 48°C durchgeführt.
Nach dem Waschschritt wurde der Beaconpuffer entfernt und das Filter 5 mal
mit je 4 ml PBS-Puffer gewaschen. Das Filter wurde auf einen mit 50 µl BC-
Puffer benetzten Objekträger gelegt, es wurden wiederum 50 µl BC-Puffer auf
das Filter gegeben und das Deckglas luftblasenfrei aufgesetzt.
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4.4.5.5 Lineare 16S-rRNS Sonden
Zur Erfassung der spezifischen Aktivität ganz bestimmter Bakterien können auch
16S-rRNS Sonden herangezogen werden. Das Verfahren ist identisch mit der
Prozedur für die Gesamtzellerfassung mittels Molecular Beacons, jedoch wurden
bei Verwendung von linearen Sonden nur 2 µg/ml bei der Hybridisierung
eingesetzt. Die Sequenz der verwendeten Sonden entsprach der Eubakteriense-
quenz Eub338 nach AMANN (1990), bezogen wurden alle Sonden von MWG-
Biotech, Ebersberg in Deutschland. Als Kontrastfarbstoff für die Gesamtzell-
erfassung in komplexen Matrices kam SYTOX GREEN zum Einsatz. Der Farbstoff
wurde nach dem Waschschritt zugegeben. Bei den Objektträgern wurden die
Felder für 5 Minuten mit 10 µl einer 25 µM SYTOX GREEN Lösung überschichtet
und danach mit H2Oention. abgespült. Bei der Filtermethode wurde das Filter für 5
Minuten mit 1,5 ml einer 25 µM SYTOX GREEN Lösung überschichtet und
nachher zweimal mit je 4 ml PBS-Puffer gewaschen. Für verdünnte Lösungen
ohne Fremdpartikel wurde SYTOX BLUE oder SYTOX ORANGE in gleicher Weise
und gleicher Konzentration eingesetzt.
4.4.5.6 5-Cyano-2,3-ditolyl-tetrazoliumchlorid (CTC)
Der physiologische Zustand einer Bakterienzelle kann durch geeignete
Fluoreszenzfarbstoffe erfaßt werden. Dabei sind zu unterscheiden :
Fluoreszierende Substratanaloga, welche von Enzymen umgesetzt werden und
Farbstoffe mit Abhängigkeit von Struktureigenschaften der Cytoplasmamembran.
Fluoreszierende Substratanaloga zeichnen sich dadurch aus, daß sie erst nach
enzymatischer Umsetzung fluoreszieren. Farbstoffe mit Abhängigkeit von
Membraneigenschaften können intakte Membranen oder Membranen mit intakter
Membranladung nicht überwinden.
Charakteristika
Das in dieser Arbeit untersuchte Substratanalogo CTC ist nichtfluoreszent und
wasserlöslich, sein reduziertes Produkt CTF hingegen fluoresziert als wasserun-
lösliches Kristall und akkumuliert in der Zelle. Die enzymatische Umsetzung des
CTC zu CTF ist in Abb. 11 dargestellt. CTC wurde neben Untersuchungen von
natürlichen und Trinkwasserproben [RODRIGUEZ et al., 1992] auch zur Unter-
suchung von atmenden Bakterien in Biofilmen eingesetzt [SCHAULE et al., 1993].
Weiterhin wurde der Farbstoff zur Bestimmung von Atmungsaktivitäten zusam-
men mittels Durchflußcytometrie [KAPRELYANTS und KELL, 1993] bei der Unter-
suchung des dormanten Zustandes einzelner Micrococcus luteus Zellen
verwendet. CTC wurde in einer Endkonzentration von 1,52 mg/ml eingesetzt.
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Abb. 11 Schematische Darstellung der enzymatischen Umsetzung von CTC (5-Cyano-2,3-ditolyl-
tetrazoliumchlorid) zu Formazan durch Dehydrogenasen der Atmungskette
CTC-Färbung
Der Nachweis von dehydrogenaseaktiven Zellen mit CTC bedingte keine
vorherige Fixierung der Zellen. In verdünnten Lösungen wurde als
Kontrastfarbstoff DAPI zugegeben. Die DAPI/CTC Färbung wurde nach der
Methode von OLTMANNS (1996) durchgeführt. Zu 880 µl einer Bak-
teriensuspension wurden zu Beginn 100 µl CTC Lösung in einer Endkonzentration
von 1,52 mg/ml zugegeben und die Probe bei 200 Umin-1 und 25°C in einem Ep-
pendorfschüttler inkubiert. Nach weiteren 40 Minuten wurden 20 µl DAPI Lösung
in einer Endkonzentration von 20 µg/ml zugegeben und weitere 20 Minuten in-
kubiert. Danach wurde die Probe über einen geschwärzten Polycarbonatfilter ab-
genutscht und mit 10 ml PBS-Puffer gespült. Das Filter wurde im Anschluß ½ h
im Exsikkator getrocknet und dann zwischen Objektträger und Deckglas in Im-
mersionsöl eingebettet. Von jedem Bildausschnitt wurde jeweils ein Bild mit dem
Filtersatz für DAPI und für CTC aufgenommen.
4.4.5.7 Native SYTOX GREEN Färbung-Überprüfung der Membranintegrität
Charakteristika
Die Färbung mittels SYTOX GREEN ist abhängig von den Membraneigenschaften
der angefärbten Zelle. Eingesetzt wurde der Farbstoff für die Erfassung
antibiotikabehandelter Zellen und auch solcher Zellen, welche einem Desinfek-
tionsmittel ausgesetzt waren [JOHNSON, 1997; LANGSRUD and SUNDHEIM, 1996;
LEBARON et al., 1998 (II), SULLER and LLOYD, 1999]. ROTH et al. (1997) wiesen
jedoch darauf hin, daß die beschriebenen Eigenschaften nicht allgemein für alle
Bakterien Gültigkeit besitzen. Der Farbstoff wurde in einer Endkonzentration von
5 µM eingesetzt.
Die SYTOX GREEN Nativ Färbung bedingte keine vorherige Fixierung der Zellen,
da der Anteil membrangeschädigter Zellen an der Gesamtzellzahl erfaßt werden
sollte. Zu 900 µl einer Zellsuspension oder Tonmineral/Zellsuspension wurden
100 µl einer 50 µM SYTOX GREEN Lösung gegeben und für 5 Minuten bei 25°C
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sowie 200 Umin-1 im Eppendorfschüttler inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die
Probe auf einen geschwärzten Polycarbonatfilter abgenutscht und zweimal mit je
10 ml PBS-Puffer gewaschen. Der Filter wurde auf einen mit 50 µl BC-Puffer
benetzten Objekträger gelegt, es wurden wiederum 50 µl BC-Puffer auf den Filter
gegeben und das Deckglas luftblasenfrei aufgesetzt.
4.4.5.8 Erfassung der Membranintegrität bei verschiedenen Bakterien
Die Überprüfung der Eigenschaft von SYTOX GREEN, auschließlich membran-
geschädigte Zellen zu färben, wurde durch Zumischung einer bekannten Menge
an membrangeschädigten Zellen zu den zu untersuchenden nativen Zellen
überprüft. Dieser Anteil fungierte als interner Standard. Native und permeabili-
sierte Zellen wurden im Verhältnis 1 : 1 gemischt. Jeweils 5 x 106 nativer wie
permeabilisierte Zellen wurden zusammengegeben. Die Herstellung membran-
geschädigter Zellen geschah mittles des Protokolls für den Total SYTOX Count,
siehe Kap.4.4.4.5. Die fixierten und permeabilisierten Zellen wurden zeitlich vor
den nativen Zellen auf ein Filter genutscht und danach zweimal mit PBS-Puffer
gewaschen, um noch vorhandenes Tensid zu entfernen. Danach wurde das Filter
mit einer 5 µM SYTOX GREEN Lösung überschichtet und für 5 Minuten inkubiert.
Nach der Inkubation wurde das Filter zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und
präpariert. Alle in Kap. 4.1 beschriebenen Bakterien wurden mit dieser Methode
untersucht. Dadurch sollte festgestellt werden, ob und für welche Bakterien
diese Färbung einsetzbar wäre. Vorausgegangen waren Untersuchungen über die
Permeabilisierbarkeit der jeweiligen Bakterien. Diese wurden mittels des Total
SYTOX Counts durchgeführt. Dazu wurden Aliquote von Zellen mittels Total
SYTOX Count als auch mittels Elzone-Counter gezählt und die Zelldichten
miteinander verglichen.
4.4.6 Untersuchung des Übersprechens (Crosstalk) verschie-
dener zu kombinierender Fluoreszenzfarbstoffe
Fluoreszenzfarbstoffe lassen sich neben der Anregung mit Licht bei ihrem Ab-
sorptionsmaximum auch mit Licht anderer Wellenlänge anregen, da ein Fluo-
rophor immer ein Anregungsspektrum und keine exclusive Anregungswellenlänge
besitzt. Die vom Hersteller angegebene Anregungswellenlänge bezieht sich aus-
nahmslos auf das Absorptionsmaximum des Farbstoffes. Die Anregung eines
Fluoreszenzfarbstoffes mit Licht der Wellenlänge seines Absorptionsmaximums
ergibt ein maximal intensives Fluoreszenzlicht. Bei der sogenannten suboptimalen
Anregung mit Licht einer Wellenlänge ungleich der Wellenlänge des Absorp-
tionsmaximums fluoresziert der Farbstoff entweder mit Licht der Wellenlänge
gleich oder ungleich der Wellenlänge des Fluoreszenzlichtes bei optimaler Anre-
gung. Somit können bei Anregung eines Fluoreszenzfarbstoffes mit drei unter-
schiedlichen Anregungswellenlängen bis zu drei unterschiedliche Emissionswel-
lenlängen sichtbar sein, oder die Emissionswellenlänge des Fluoreszenzlichts ist
unabhängig von der Wellenlänge des Anregungslichtes.
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Kombiniert man nun zwei Fluoreszenzfarbstoffe miteinander, z.B. einen Farbstoff
für die Gesamtzellerfassung mit dem Farbstoff einer phylogenetischen 16S-rRNS
Sonde, müssen entweder die Emissionswellenlängen beider Farbstoffe im
Wellenlängenspektrum weit voneinander entfernt sein, oder es muß sichergestellt
sein, daß das Fluoreszenzlicht beider Farbstoffe in etwa die gleiche Intensität
aufweist, so daß die daraus entstehenden Mischfarben deutlich zu sehen sind.
Ansonsten würde die Mischfarbe von der Farbe des intensiver fluoreszierenden
Fluorophors überdeckt. Das Fluoreszenzsignal einer 16S-rRNS Sonde kann,
abhängig vom physiologischen Zustand und/oder Wachstumszustand einer Zelle,
in seiner Intensität um den Faktor 20 schwanken (siehe Kap. 5.1.4.1.2). Ein
intensiv fluoreszierender Farbstoff wie SYBR GREEN kann in Kombination mit
einer 16S-rRNS Sonde das Fluoreszenzlicht dieser Sonde, bei Anfärbung von
Zellen mit geringem Ribosomengehalt, überdecken. Dies bedeutet einen
Informationsverlust, da unterhalb dieses Schwellenwertes keinerlei Aussagen
mehr über die Aktivität, gemessen als Ribosomengehalt pro Zelle, gemacht
werden können.
Dieser Crosstalk zwischen Fluoreszenzfarbstoffen in der gleichen Probe wurde
überprüft, indem die jeweiligen Farbstoffe in Proben mit Licht verschiedener An-
regungswellenlängen, hauptsächlich den Anregungswellenlängen der erwün-
schten anderen Farbstoffkomponenten, zur Fluoreszenz angeregt wurden. Die
Integrationszeit der Kamera wurde in einem weiten Bereich variiert (20 ms bis zu
5000 ms), um insbesondere für die 16S-rRNS Sonden die jeweils optimalen
Kontrastfarbstoffe zu bestimmen.
4.4.7 Auswertung fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen
mittels digitaler Bildverarbeitung
Von den im Bitmapformat gespeicherten RGB-Farbbildern wurden diejenigen
Farbkanäle entnommen, in denen die gesuchte Information enthalten war. Für
den Fluoreszenzfarbstoff DAPI z.B. war dies der Blaukanal, da die Zellen blau
fluoreszierten. Dieser Farbkanal entsprach einem Grauwertbild mit den
Intensitätsstufen 0-255. Sollten fluoreszierende Zellen mit einer Farbe ungleich
ROT, GRÜN oder BLAU erfasst werden, wurde das Bild in den HSI Farbraum
(siehe Anhang) übertragen und der Hue-Kanal extrahiert. Durch Auswahl des
Farbwertes Hue im HSI Farbraum konnte die entsprechende Farbinformation
bereits vorab hervorgehoben werden. Das jeweilige Grauwertbild wurde dann
weiter bearbeitet.
Im folgenden sind die Schritte in der Bildvorbereitung für die automatische Aus-
wertung sowie der Datenextraktion der fluoreszenzmikroskopischen Bilder dar-
gestellt.
Die Liste der verwendeten Operatoren sowie deren Reihenfolge wurden empirisch
ermittelt, die Operatoren selbst wurden der verwendeten Software entnommen
oder in diese implementiert.
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4.4.7.1 Bildverbesserung
Das Ziel der Bildverbesserung ist es, eine Trennung zwischen dem Rauschen und
den Objekten zu machen. Unter Rauschen versteht man elektronische Schwan-
kungen periodischer Natur bei Bilderzeugung und –übertragung, die pixelweise
unerwünschte Signale den gewünschten Signalen aufaddieren.
4.4.7.1.1 Lowpass17-Filterung des Originalbildes
Der Lowpass-Filter wird dazu benutzt, ein Hintergrundbild des Ursprungbildes zu
generieren. Das Rauschen im Bild wird dabei entfernt. Das Verfahren der
Lowpass-Filterung bewirkt eine Glättung des Bildes. Im Ergebnisbild erhält jedes
Pixel einen neuen Grauwert zugewiesen. Dieser wird ermittelt durch Bildung des
arithmetischen Mittels der Grauwerte des entsprechenden Pixels und der Pixel
aus einer definierten Umgebung des Originalbildes. Der errechnete Wert wird
dem zentralen Pixel der definierten Umgebung zugewiesen, siehe Abb. 12. Die
definierte Umgebung ist im allgemeinen ein Rechteck mit den Seitenlängen
(2b+1) und (2h+1). Somit ergibt sich folgende Funktion :
),(
)12)(12(
1
),( nymxf
hb
yxf
hnhbmb
Lowpass ++++
= åå
££-££-
(x,y) = Koordinaten des Bildpunktes, dem das Ergebnis der Lowpass
Funktion zugewiesen wird
m, n = Laufvariablen der definierten Umgebung
Wenn nun der Grauwert eines Pixels innerhalb der Matritze ungewöhnlich hoch
sein sollte, wird dieser durch Mittelung mit den Werten seiner Nachbarpixel
erniedrigt. Je größer die Matritze, umso stärker ist die Glättung. Im folgenden ist
eine Beispieloperation dargestellt.
                                   
17 Die für das Verständnis von Frequenzräumen notwendigen Begriffe sind im Anhang erklärt.
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Abb. 12 Graphische Darstellung der Lowpass Filterfunktion
Ein weiterer Effekt der Lowpass Filterung besteht neben der Elimination des
Rauschens im Bild in der Glättung von Objekten und deren Kanten sowie den-
sitometrischer Spitzen. Damit wird klar, daß weitere Operatoren eingesetzt
werden müssen, um im Anschluß an die Bildverbesserung durch Informations-
verstärkung die im Bild enthaltenen Objekte von dem sie umgebenden
Hintergrund zu differenzieren.
4.4.7.1.2 Shading Correction
Bei dem sogenannten Shading (=Schattierung) handelt es sich um das Auftreten
von unterschiedlichen Helligkeitswerten in verschiedenen Bildausschnitten und
dem damit verbundenen ungleichmäßigen Kontrast im Gesamtbild. Ursache dafür
sind ungleichmäßige Ausleuchtung des Sichtfeldes, damit verbunden eine
Unterbelichtung der Bildecken (das Präparat wird kreisförmig ausgeleuchtet)
sowie inhomogene Empfindlichkeiten des CCD-Chips der Kamera. Um diese
Fehler auszugleichen, wurde die Ausleuchtung des Originalbildes mit dem
Lowpass-gefilterten Bild normiert. Die Shading Korrektur wurde nach folgender
Formel durchgeführt.
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X = arithmetisches Mittel aller Grauwerte des Referenzbildes.
Das resultierende Bild ist gleichmäßig hell ausgeleuchtet.
4.4.7.2 Informationsverstärkung
Bei der Informationsverstärkung ist es das Ziel, die im Bild enthaltenen Objekte
von dem sie umgebenden Hintergrund zu differenzieren. Bei der sogenannten
Segmentierung wird das Objekt von den übrigen Bildinhalten getrennt.
4.4.7.2.1 Kantendetektion mittels Highpass18-Filterung
An den Übergängen zwischen Objekt und Hintergrund, siehe Abb. 13, treten
Kanten im Grauwertverlauf auf. Diese können anhand einer Schnittgeraden
mittels eines Histogramms19 visualisiert werden, siehe Abb. 14.
Abb. 13 Fluoreszenzmikroskopisches Bild eines Bakteriums mit einer objektdurchlaufenden
Schnittgeraden
                                   
18 Wird im Anhang erklärt
19 Der Begriff wird im Anhang erklärt
Objektdurchlaufende
Schnittgerade
---------------------------
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Abb. 14 Histogramm der Fluoreszenzintensitäten entlang der objektdurchlaufenden
Schnittgeraden in Abb. 13
Durch Detektion der Kanten werden die Objektkonturen dargestellt. Im Ergeb-
nisbild erhält jedes Pixel einen neuen Grauwert zugewiesen. Dieser wird ermittelt
durch Summierung aller Produkte der definierten Umgebung und Zuweisung des
errechneten Wertes zum zentralen Pixel der definierten Umgebung. Somit ergibt
sich folgende Formel :
)','(),(),( nymxfnymxgyxf
hnhbmb
highpass ++++= åå
££-££-
(x,y); (x‘,y‘) = Koordinaten des Bildpunktes, dem die Ergebnisse der Highpass
Funktion zugewiesen werden, wobei x,y den Koordinaten der Highpass-
Filtermatritze und x’,y’ den Koordinaten des Bildes entsprechen
m, n = Laufvariablen der definierten Umgebung
Bei der Kantendetektion werden zu diesem Zweck Highpassfilter eingesetzt. Eine
Highpass20 Filtermatritze ist in Abb. 15 dargestellt. Je kleiner die Matritze, desto
feinere Strukturen können erkannt werden. Charakteristisch für diese
                                   
20 Es gibt sowohl richtungsunabhängige Highpassfilter wie den Laplace als auch richtungs-
abhängige Filter wie den Sobel. Da aber ein wichtiges Kriterium der Partikelbeschreibung die
Rotations- und Spiegelungsinvarianz ist und somit ein Partikel unabhängig von seiner Lage
detektiert werden soll, schließen sich richtungsabhängige Filtertypen aus.
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Highpassfilter ist, daß die Summe aller Matrixelemente 0 beträgt. Daraus ergibt
sich, daß in einer Region des Bildes, die uniforme Grauwerte oder uniform
ansteigende Grauwerte enthält, die Grauwerte gleich Null gesetzt werden. Tritt
nun eine Diskontinuität wie eine Linie oder eine Kante auf, ergibt die
Highpassfunktion einen Wert ungleich Null. Das Vorzeichen hängt von der Lage
des zentralen Pixels in Bezug zur Linie oder Kante ab. Das resultierende Bild zeigt
deutlich die Konturen der Objekte im Bild, jedoch ist das Bild leicht verrauscht.
Die Anzahl der Graustufen ist im Bild unverändert, wodurch der Kontrast
geschwächt ist.
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Abb. 15 Graphische Darstellung der Highpass Filterfunktion
4.4.7.2.2 Kantenverstärkung mittels Delineation
Durch Einschränkung der Grauwertmenge wird im Anschluß an die Kanten-
verstärkung eine Verbesserung des Kontrastes bewirkt. Hierbei wird die
Grauwertmenge auf einen Bruchteil der ursprünglichen Werte reduziert. Beim
Delinearisieren wird innerhalb einer definierten Umgebung der minimale und der
maximale Grauwert detektiert. Falls die Differenz zwischen beiden Grauwerten
kleiner als ein vorgegebener Schwellenwert ist, bleibt der Grauwert des zentralen
Pixels unverändert. Ist die Differenz hingegen größer, wird der minimale oder der
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maximale Grauwert übernommen, je nachdem ob der Grauwert des zentralen
Pixels näher an dem minimalen oder maximalen Grauwert liegt. Neben der
Kantenverstärkung der Objektkonturen wird auch eine Glättung des
Hintergrundes erreicht.
4.4.7.3 Extraktion der gewünschten Bildinformation
Nach Abschluß der Bildvorverarbeitung erfolgt in den nachfolgenden Schritten
die Extraktion der Objekt-, Kontur- und Densitometrieinformationen.
4.4.7.3.1 Thresholding
Durch interaktive oder automatische Bestimmung eines Schwellenwertes wird
aus einem Grauwertbild ein Binärbild generiert. Das Ziel der Binärisierung ist die
Reduzierung der Grauwertmenge des Grauwertbildes auf den Wert 0 (Schwarz),
was dem Bildhintergrund entsprechen sollte und dem Wert 1 (Weiß), was den
Objekten entsprechen sollte. Derjenige Grauwert, ab dem alle niedrigeren Werte
gleich 0 und alle höheren Werte gleich 1 gesetzt werden, ist der sogenannte
Schwellenwert oder Threshold. Für das Thresholding ist eine optimale
Bildvorverarbeitung entscheidend. Bei der automatischen Bestimmung des
Schwellenwertes, wird basierend auf einem bimodalen Histogramm der
Mittelpunkt zwischen den im Bild vorhandenen Maxima bestimmt und als
Schwellenwert definiert. Bimodalität liegt vor, wenn das Histogramm des Bildes
zwei unterschiedlich ausgeprägte Maxima aufweist, den der Objekte und den des
Hintergrundes. Das automatische Verfahren erreicht eine Trennungsgenauigkeit
von 96 % gegenüber dem interaktiven Verfahren.
4.4.7.3.2 Binärbildoperationen Binfill und Binscrap
Das Binärbild wird im Anschluß an das Thresholding noch weiter bearbeitet, um
Artefakte zu beseitigen, welche entweder durch die Bildvorverarbeitung oder
trotz Bildvorverarbeitung noch vorhanden sind. Ein typischer Artefakt der
Hochpassfilterung ist das Entstehen von Löchern, speziell in größeren Objekten.
In einer Region des Bildes, die uniforme Grauwerte oder uniform ansteigende
Grauwerte enthält, werden die Grauwerte gleich Null gesetzt. Die Objektlöcher
werden binär gefüllt (Binfill), um später neben der Kontur auch die Fläche
vermessen zu können. Weiter werden kleinste Objekte, die wegen ihrer hohen
densitometrischen Werte nicht vollständig geglättet werden konnten und nun
auch im Binärbild noch auftreten, entfernt (Binscrap). Der Wert für die
Obergrenze der Pixelzahl von Artefakten wurde auf 2 gesetzt, da Rauschen im
digitalen Bild maximal die Größe von 2 Pixeln erreichte [INOUE and SPRING, 1997].
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4.4.7.3.3 Labeln der gewünschten Regionen im Shading korrigierten Bild
Aus dem Originalbild wurde durch Bildverbesserung und Informationsverstärkung
ein Binärbild erzeugt, was die gewünschten Objekte als weiß segmentierte
Regionen vor einem einheitlich schwarzen Hintergrund darstellt. Für mor-
phologische Untersuchungen reicht diese Art der Darstellung zwar aus, jedoch
läßt sich daraus keine densitometrische Information ableiten. Für die Vermessung
der Helligkeitsverteilung innerhalb der Objekte oder der Objekte untereinander ist
es notwendig, das Binärbild als Maske über das shadingkorrigierte Originalbild zu
legen und mit diesem zu multiplizieren. Dadurch wird der Hintergrund binär gleich
Null gesetzt (schwarz) und die zuvor weißen Regionen, welche binär Eins
entsprachen, erhalten die Grauwerte der unmaskierten Regionen. Somit können
nun die gelabelten Regionen morphologisch wie densitometrisch vermessen
werden.
4.4.7.3.4 Messen der markierten Regionen
Die zuvor gelabelten Regionen werden vom Computer nach festgelegten Para-
metern vermessen. Ausgehend von den Unterscheidungskriterien für Partikel,
welche die gewünschten Objekte als auch Artefakte enthalten, wurden
Meßparameter ausgewählt. Für die Ausschließung der Artefakte gibt es 2
Möglichkeiten, während der Bildverarbeitung oder der nachträgliche Ausschluß
mittels Datenbankabfragen.
4.5 Chemische Analytik
4.5.1 Quantitative Bestimmung der untersuchten Schadstoffe
4.5.1.1 Spektrometrie
Die Konzentration von 2,4-DCP wurde im UV-VIS Photometer (Uvikon 922, Kon-
tron Instruments) bei einer Absorptionswellenlänge von 293 nm bestimmt. Die
Konzentration der PAK wurde im Fluoreszenz-Spektrophotometer (LS 50 B,
Perkin Elmer mit Software FL WinLab Release A, Feb. 1997), bei den An-
regungswellenlängen 218 nm (Naphthalin) und 251 nm (Phenanthren), durch
Integration der Fläche unterhalb des aufgenommenen Fluoreszenzspektrums be-
stimmt. Das Naphthalinspektrum wurde von 300-400 nm und das Phenanthren-
spektrum von 330-430 nm aufgenommen. Da das Intensitätsmaximum des
Fluoreszenzspektrums bei Änderung der Temperatur, des pH-Wertes oder der
Ionenstärke zu höheren oder niedrigeren Wellenlängen hin verschoben war, eig-
nete sich eine Integration besser als die Messung bei einer festen Emissions-
wellenlänge. Alle Proben wurden vor den Messungen in Stahlzentrifugenröhrchen
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(Heraeus, Sonderanfertigung) bei 50.000 g für 15 Minuten zentrifugiert und der
Überstand für die Messungen verwendet. Die Eichgeraden wurden in regelmäß-
igen Abständen für den jeweiligen PAK aufgenommen.
4.5.1.2 RP-HPLC
Die Konzentrationen der PAK wurden mittels RP-HPLC [WILSON and GOULDING,
1991] und Fluoreszenzdetektor bestimmt. Die Konzentration von 2,4-DCP wurde
mit dem gleichen HPLC Programm, jedoch mit UV-VIS Detektor bestimmt.
Die verwendete HPLC-Hardware stammte bis auf die Säule von der Firma Merck
(Darmstadt). Es handelte sich um eine Niederdruck-Mischpumpe des Typs L–
6200 A, dem Interface D-6000 mit PC-GPIB Steckkarte, dem Säulenofen T-6300
und dem Fluoreszenzdetektor F-1050, bzw. dem UV-Detektor 655 A. Der Steu-
errechner bestand aus einem IBM PS/2, Modell 80 mit 10 MB RAM und einem
386er CPU mit mathematischem Co-Prozessor. Die Steuersoftware stammte von
Merck (HPLC-Manager V 2.3) und lief unter dem Betriebssystem DOS 5.0 von
Microsoft.
Der verwendete Säulentyp war eine Waters-Spherisorb 5 ODS 1 mit 125 mm
Länge und 4 mm Innendurchmesser.
Als Laufmittel wurden Wasser (Reinstwasser, ICG-7; NEUMEISTER et al., 1997)
und Acetonitril (LiChroSolv, Merck) verwendet. Die Laufmittel wurden vor jeder
Inbetriebnahme der Anlage 15 min lang mit Helium 4.6 (Praxxair) und während
des Betriebes mittels eines Entgasers (Knauer Degasser, Knauer Berlin) kontinu-
ierlich entgast. Die Probe wurde bei 100 % Wasseranteil des Laufmittels injziert,
das Acetonitril wurde danach linear beigemischt. Das Gradientenprogramm ist in
Abb. 16 dargestellt.
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Abb. 16 Gradientenverlauf HPLC
4.5.1.3 Tensidanalytik
Die Stabilität von DTA-MM (siehe Kapitel 4.6.1.2.2) wurde durch Erfassung der
freien Menge Tensid in Lösung bestimmt. Die Tensidanalytik wurde als Auftrags-
forschung an das Institut für Siedlungswasserwirtschaft der RWTH Aachen
vergeben. Das Nachweissystem beruhte auf LC-MS.
Untersucht wurden DTA-MM Tonmineralsuspensionen (1g/l) in Wasser, Medium
461 sowie Medium 461 mit 50 mg/l 2,4-DCP.
4.6 Untersuchungen an heterogenen Modellsystemen
und Böden
4.6.1 Charakterisierung und Modifizierung der verwendeten
Bodenkomponenten
4.6.1.1 Verwendete Böden
Die untersuchten Böden stammten aus Stolberg bei Aachen und aus Kaldenkir-
chen. Der Stolberger Boden war ein geogen mit Schwermetallen belasteter,
huminstoffreicher Boden. Der Bodentyp war Braunerde. Die Einzelprobe wurde
per Spatenstich am 18.10.1999 aus 0-0,3 m Tiefe entnommen und in einem PE-
Behälter bei 4°C gelagert. Der Feuchtezustand bei Probennahme war
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mittelfeucht. Der Standort der Bodenentnahme war ein, aus einer Altlast
rekultivierter, Grünlandboden von einer Fläche des Landesumweltamtes.
Der Kaldenkirchner Boden war sandig. Der Bodentyp war saure Braunerde. Die
Einzelprobe wurde per Spatenstich am 29.09.1999 aus 0,05-0,3 m Tiefe aus
einem Lysimeter des Institutes für Radioagronomie (ICG 5) des Forschungs-
zentrums Jülich entnommen. Nach Siebung auf 2 mm Korngröße wurde der
Boden in einem PE-Behälter bei 4°C gelagert. Der Feuchtezustand bei
Probennahme war trocken bis leicht feucht.
Die Bodenparameter der verwendeten Böden sind in Tab. 8 beschrieben. Die
Trockensubstanz wurde nach ALEF (1995) bestimmt, alle übrigen Parameter nach
der VAAM Vorschrift des Arbeitskreises „Ökosystem Boden“ (Oktober ´99).
Tab. 8 Bodenparameter der verwendeten Böden
Bodenparameter Stolberger Boden Kaldenkirchner Boden
pH (H2O) 8,17 6,07
pH (KCl) 6,70 4,69
Trockensubstanz 83,83 % 92,17 %
Wassergehalt >16,17 % 7,83 %
Wasseraufnahme
(Kapillaraufstieg)
5,33 % 24,85 %
Wasserhaltekapazität 25,65 % 35,4 %
4.6.1.2 Ca-Bentonit
Der verwendete (Ca-) Bentonit stammte von der Firma Süd-Chemie AG, Mün-
chen. Er wurde in der nativen Form eingesetzt. Die Suspensionskonzentration in
den Versuchen betrug 1 g/l.
4.6.1.2.1 Aufreinigung zu Na-Montmorillonit
Die Aufreinigung des Ca-Bentonits zu Na-Montmorillonit geschah nach der Vor-
schrift von LAGALY (1993).
Die Reinigung und der Natrium-Eintausch wurden in folgenden Schritten durch-
geführt:
· Entfernung von organischem Material
· Austausch der Zwischenschichtkationen gegen Natriumionen
· Entfernung grobkörniger Teilchen
· Entfernung der überschüssigen Natrium- und Chloridionen mittels Dialyse
· Gefriertrocknung der Suspension
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Ansatz der Oxidationslösung:
Wasserstoffperoxyd 1,25 l (30 %) + 3,75 l (0,5 N) Natriumacetatlösung
100 g des gemahlenen Ca-Bentonits wurden mit 5 l Oxidationslösung
suspendiert, eine halbe Stunde auf 70°C erhitzt und zweimal mit 1 l 0,5 N NaCl-
Lösung gewaschen. Zum vollständigen Natriumeintausch wurde der Ton fünfmal
einen Tag lang in 1 l 1 N NaCl-Lösung gerührt, zentrifugiert und erneut mit 1 l
1 N NaCl-Lösung aufgeschlämmt. Nach dreimaligem Waschen mit destilliertem
Wasser blieb der Ton bereits peptisiert. Hierbei fand sich eine 3-fache Schich-
tung des Tons. Die unterste Schicht, welche sich in Konsistenz und Farbe
deutlich abhob, wurde dabei verworfen. Zur Sedimentation grobkörniger Anteile
wurde das Produkt in einem Standzylinder in 10 l Wasser dispergiert.
Bei einer Höhe von 60 cm sollen sich nach 48 h im entsprechenden
Standzylinder in der überstehenden Suspension nur noch Teilchen < 2 µm
befinden. Diese Suspension wurde vorsichtig, ohne Aufwirbeln des Bodensatzes,
abgehebert und in Dialyseschläuche (Porengröße 3-10 nm) gefüllt. Das zur
Dialyse genutzte deionisierte oder destillierte Wasser hatte keine höhere Leit-
fähigkeit als 1-2 µS. Es war besonders darauf zu achten, daß der Dialyse-
schlauch vor Inbetriebnahme ca. 30 Minuten gequollen wird. Der Dialyseschlauch
mit der Suspension wurde nun in einen Standzylinder mit 10 l Inhalt gehängt.Das
Wasser wurde über einen Zeitraum von 3 Wochen täglich gewechselt. Die
saubere Suspension wurde nun aus dem Dialyseschlauch mittels destilliertem
Wasser in ein Glasgefäß gespült und suspendiert. Diese Suspension wurde in
Zentrifugengefäße mit 250 ml Inhalt überführt und drei Stunden bei 14.000
Umin-1 zentrifugiert. Nach Gefriertrocknung wurde der Natrium-Montmorillonit im
Achatmörser zerkleinert und in PE-Flaschen aufbewahrt.
4.6.1.2.2 Modifizierung durch Adsorption eines Alkylammoniumtensides am
Beispiel von Dodecyltrimethylammoniumbromid (DTAB)
Zur Präparation von DTA-Montmorillonit suspendierte man 10 g Na-Mont-
morillonit in 4 l Wasser und ließ ihn 24 h lang quellen. Anschließend wurden
4,31 g DTAB (Sigma) in 1 l Wasser hinzugegeben und 8 h bei 25°C gerührt.
Nach der Sedimentation über Nacht konnte der klare Überstand abgesaugt und
durch frische Tensidlösung ersetzt werden. Nach dreimaligem Austausch der
Natriumionen durch Kationtensid ersetzte man den Überstand dreimal durch
deionisiertes Wasser. Anschließend wurde bei 30000 g 1 h zentrifugiert und
gefriergetrocknet. Zur Entfernung von überschüssigem Tensid überführte man
den DTA-Montmorillonit in eine Soxhlet-Apparatur und extrahierte 1 Woche mit
einer Mischung aus 20 % Wasser und 80 % n-Butanol. Die Extraktionshülse
bestand aus einem Glasrohr, welches unten durch eine Glasfritte abgeschlossen
war. Nach der Extraktion wurde das belegte Tonmineral für eine Woche in eine
Gefriertrocknungsanlage gegeben, um das noch vorhande Butanol zu entfernen.
Das gefriergetrocknete Mineral wurde dann mittels Achatmörser zerrieben. Die
Belegungsdichte entsprach 100 % der Kationenaustauschkapazität (CEC).
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Der in der vorliegenden Arbeit ebenfalls untersuchte C18 und 2C12 modifizierte
Montmorillonit wurde freundlicherweise vom Institut für Angewandte Physi-
kalische Chemie des Forschungszentrums Jülich zur Verfügung gestellt.
4.6.2 Untersuchung der Wechselwirkungen der verwendeten
Tonminerale und Tonmineral-Tensidkomplexe mit Schad-
stoffen
Alle physikochemischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit dem
Institut für Angewandte Physikalische Chemie (ICG-7) des Forschungszentrums
Jülich durchgeführt.
Die verwendeten Adsorbentien wurden jeweils eingewogen und die
Suspensionen über Nacht gerührt, Suspensionen von DTA-MM wurden zusätzlich
ultraschallbehandelt, da das belegte Mineral stark zur Aggregation neigte.
4.6.2.1 Adsorption von PAK und Chloraromaten
Zur Bestimmung des Adsorptionsvermögens der Schadstoffe an den Adsorben-
tien wurden Isothermen erstellt. Die Ansätze der Isothermen wurden unsteril
angesetzt, das Gesamtvolumen eines Ansatzes betrug 10 ml. Die Konzentration
des Minerals in den Ansätzen betrug 10 g/l. Die Inkubation erfolgte auf einem
temperierten Schüttler (Brunswick, Controlled Environment Incubation Shaker)
bei 25°C und 250 Umin-1 für 24 h. Die Zentrifugation des Tonminerals erfolgte
bei 50.000 g, 20°C für 1 h. Die verwendete Zentrifuge für die Isothermen
stammte von der Firma Sorvall (RC-5B), der Rotor von der Firma Hermle
(A24.24). Wegen der starken Adsorption von Phenanthren (Wandeffekt) an
Kunststoff-Zentrifugenröhrchen wurden Edelstahl-Zentrifugenröhrchen der Firma
Herolab (18*100 mm mit Deckel und Dichtung, Sonderanfertigung) eingesetzt.
Der Wandeffekt für die Adsorption von Phenanthren an verschiedenen
Materialien ist in Tab. 9 dargestellt.
Tab. 9 Wandeffekte verschiedener Materialien
Material Wandadsorption in % einer
wassergesättigten Phenan-
threnlösung
Polypropylen 50
Polyethylen 45
Edelstahl 30
Glas21 nicht messbar
                                   
21 Glas war aufgrund der benötigten, hohen Beschleunigungskräfte in der Zentrifuge nicht
einsetzbar.
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2,4-DCP wurde aus einer wässrigen Stammlösung der Konzentration 2 g/l den
Ansätzen zugegeben. Phenanthren wurde in Ethanol gelöst22. Aus dieser
Stammlösung mit einer Konzentration von 600 mg/l wurden verschiedene
Konzentrationen für die Bestimmung der Isothermen hergestellt.
Alle wässrigen Lösungen wurden mit Reinstwasser angesetzt. Es erfolgte für
jeden Ansatz eine Dreifachbestimmung sowie eine Eichreihe. Die spektrosko-
pischen Untersuchungen fanden bei Raumtemperatur statt.
Es wurden Ansätze sowohl in Reinstwasser als auch in Medium angesetzt, um
eventuelle Einflüsse der Medienkomponenten erfassen zu können.
4.6.2.2 Kinetikuntersuchungen
Kinetikuntersuchungen wurden nur für die Adsorption/Desorption von 2,4-DCP
an DTA-MM durchgeführt. Diese Kinetikuntersuchungen wurden in
Zusammenarbeit mit dem Institut für Angewandte Physikalische Chemie des
Forschungszentrums Jülich nach einer Hausmethode durchgeführt. Die
verwendete Apparatur, siehe Abb. 17, bestand aus einer gläsernen Filtra-
tionseinheit, in die ein PVDF Filter eingespannt war. Dadurch wurde die
Suspension vom zu messenden Filtrat entkoppelt. Die Lösung wurde mittels einer
HPLC-Pumpe (Merck L 6250) aus der Apparatur durch ein mit Durchflußküvetten
(Hellma) ausgestattetes UV-VIS Photometer (Kontron UVIKON 860) mit einer
Geschwindigkeit von 15 ml/min gepumpt. Gemessen wurde der zeitliche Verlauf
der 2,4-DCP Absorption in Abhängigkeit von den Versuchsbedingungen.
                                   
22 Es wurden Stammlösungen von Phenanthren in Wasser sowie Brunner-Medium angesetzt und
mit entsprechenden Verdünnungen aus ethanolischer Stammlösung verglichen. Verglichen wur-
den die spektroskopischen Eigenschaften sowie das Verhalten in der Isotherme. Der Restgehalt
an Ethanol hatte weder Einfluß auf die Genauigkeit der Analytik noch auf die sorptiven Eigen-
schaften, machte es aufgrund der um den Faktor 4*103 höheren Löslichkeit in Ethanol gegenüber
Wasser aber einfacher, die gewünschte Menge einzuwiegen.
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Abb. 17 Durchflußapparatur für die Adsorptions/Desorptionskinetik von 2,4-DCP an DTA-MM 
 
4.6.3 Experimente zu biotischen und abiotischen Wechsel-
wirkungen in Modellsystemen 
 
4.6.3.1 Boden und Bakterien 
 
Die Vorteile der in dieser Arbeit entwickelten Methode des Total SYTOX Count 
wurden mit den klassischen Total Counts mittels AO und DAPI sowie dem neu-
eren Total Count mittels SYBR GREEN verglichen. Den beiden in Kap. 4.6.1.1 
beschriebenen Böden wurden bekannte Mengen des Bakteriums Pseudomonas 
fluorescens zugemischt. In Voruntersuchungen wurden verschiedene 
Aufschlämmungsmittel und unterschiedliche Sedimentationszeiten miteinander 
verglichen sowie die Notwendigkeit einer Ultraschallbehandlung abgewogen. 
Dies diente der Optimierung der Ablösung der autochthonen Zellen von den 
Bodenpartikeln und somit der Maximierung zählbarer Zellen. Alle diese 
Voruntersuchungen wurden mittels des Total SYTOX Count durchgeführt. 
 
Als Aufschlämmungsmittel wurden Ringer-Lösung, PBS-Puffer und 0,01 M Natri-
umpyrophosphatlösung miteinander verglichen. Von jedem Aufschlämmungsmit-
tel wurden 6 Parallelen gemessen und jeweils 30 Bilder ausgewertet. 
 
Der Einfluß der Sedimentationszeit auf die Maximierung der zählbaren Zellen wur-
de deshalb untersucht, da in der Literatur keine definitiven Zeitangaben zu die-
sem Arbeitsschritt zu finden waren. Je zwei Parallelen einer Aufschlämmung 
wurden sofort nach Beendigung des Schüttelns, nach 10 Sekunden und nach 1 h 
bearbeitet.  
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Für die Untersuchung des Einflusses einer Ultraschallbehandlung auf die Menge
der zählbaren Zellen wurden jeweils zwei Parallelen miteinander verglichen. Die
Ultraschallbehandlung erfolgte für 1 Minute auf Eis bei 40 W Ausgangsleistung.
Die Hauptversuche wurden mit drei verschiedenen Mengen an zugemischten
Zellen (+109, +2*109 und +4*109, jeweils pro g Boden) durchgeführt. Es wur-
den jeweils 4 Parallelen pro Farbstoff mit 4 Kontrollen für jede Konzentration
angesetzt. Pro Färbung wurden 30 Bilder aufgenommen und mittels digitaler
Bildverarbeitung automatisch ausgewertet.
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5 Ergebnisse
5.1 Methodische Arbeiten zur mikroskopischen Detek-
tion von Bakterien und ihrer Aktivität in
heterogenen Probenmaterialien
Die Zählung von Bakterien in Bodenproben, d.h. in Gegenwart von „Dreck“, hat
sich über viele Jahrzehnte hinweg als unmöglich erwiesen. Erst die Markierung
der im Boden vorliegenden Bakterien hat einen Fortschritt eingeleitet,
insbesondere durch Einführung fluoreszenzmikroskopischer Techniken.
Die hier vorgestellten Ergebnisse betreffen die Methoden der mikroskopischen
Untersuchungen von Wechselwirkungen zwischen Bakterien, PAK, Chlor-
aromaten und Tonmineralen. Dazu waren umfangreiche Vorarbeiten notwendig,
da in der Literatur keine einheitlichen Protokolle für die in situ Detektion von
Bakterien und ihrer Aktivität in heterogenen Probenmaterialien beschrieben sind.
Die Kriterien für die Differenzierung von Bakterien und Bodenkomponenten
werden in den meisten der einschlägigen Veröffentlichungen subjektiv von
menschlichen Beobachtern festgelegt und sind somit untereinander nicht
vergleichbar. Nur in wenigen Veröffentlichungen wurde bisher der Einsatz der
digitalen Bildverarbeitung in Kombination mit der Fluoreszenzmikroskopie zur
Differenzierung zwischen Bakterien und Bodenkomponenten beschrieben
[BLACKBURN et al., 1998; BLOEM et al., 1995; POSCH et al., 1997; SCHRÖDER et al.,
1991]. Diese Techniken ermöglichen die Festlegung von Kriterien zur
Differenzierung zwischen Bakterien und Bodenkomponenten durch
mathematische Auswerteverfahren. Alle in der vorliegenden Arbeit dargestellten
Ergebnisse bezüglich bakterieller Zelldichten in Gegenwart von
Bodenkomponenten beruhen auf Fluoreszenzmikroskopie und digitaler
Bildverarbeitung. Da nicht jedes Protokoll für die in situ Detektion von Bakterien
für jedes Bakterium anwendbar ist, wurden unterschiedliche Bakterien
untersucht. So reagieren z.B. die im Handel befindlichen fluoreszenzmarkierten
Lectine nur mit Gram+ Bakterien.
5.1.1 Einstellungen für die automatische Auswertung mittels
digitaler Bildverarbeitung
Die Einstellungen für die automatische Auswertung sind in Tab. 10 dargestellt.
Sie wurden empirisch ermittelt. Bis auf die Größe der Filtermatritze (siehe Kap.
4.4.7.2.1) des Hochpassfilters waren alle Einstellungen universell verwendbar.
Die Größe der Filtermatritze des Highpassfilters war abhängig von der
Vergrößerung und damit von dem Vergrößerungsfaktor der verwendeten
Zwischenlinse, welche für die Ausleuchtung der Kamerachips zuständig war. Für
die 0,45 fache Zwischenlinse wurde eine Filtermatix von 3 X 3 Pixeln gewählt,
Ergebnisse
                                                                                                                               
71
für die 0,6 fache Zwischenlinse eine Filtermatrix von 7 X 7 Pixeln und für die 1 X
Zwischenlinse wurde eine 11 X 11 Filtermatrix verwendet. Falls sehr kleine
Bakterien untersucht wurden, konnten die oben genannten Werte auch
geringfügig abweichen. Bis auf wenige Ausnahmen wurde immer die 0,45 fache
Zwischenlinse verwendet, da sich dadurch ein maximal grosses Gesichtsfeld
ergab, in dem die Pixelfläche eines Bakteriums noch gut erfaßbar war.
Tab. 10 Einstellungen der verwendeten Matritzen in der digitalen Bildverarbeitung
Name der Filtermatritze Größe der Filtermatritze Wiederholung Threshold
Lowpass 25 X 25 25 x -
Highpass 3 X3 bis 11 X 11 10 x -
Delinearisierung 5 X 5 - 1
5.1.2 Quantitative Detektion von Bakterien mit mikroskopischen
Methoden
Bei der mikroskopischen Bestimmung bakterieller Zelldichten ist es von großer
Bedeutung, die Zahl der zählbaren Zellen zu maximieren, um auch geringe
Änderungen der bakteriellen Zelldichte erfassen zu können. Dazu muß die
Standardabweichung zu verschiedenen Meßzeitpunkten möglichst gering sein.
Vorraussetzung hierfür ist die eindeutige Unterscheidung zwischen Bakterien und
Bodenkomponenten. Eindeutig heißt, daß die Kriterien für die Differenzierung
zwischen Bakterien und Bodenkomponenten mathematisch dargestellt und in
eine Auswerteroutine mittels digitaler Bildverarbeitung implementiert werden
können. Erst dadurch ist es möglich, unabhängig von dem jeweiligen Benutzer,
reproduzierbare Werte der bakteriellen Zelldichte zu erhalten.
In der Literatur wurden eine Reihe von Fluoreszenzfarbstoffen als tauglich für
eine Zellzählung in Bodenproben beschrieben. Sie wurden von mir systematisch
getestet. Die in der Literatur beschriebenen Anfärbungen, z.B. mit Acridinorange
(AO) (Kap.5.1.2.2) oder DAPI (Kap.5.1.2.3) genügten diesen Anforderungen bei
der Untersuchung heterogener Proben nicht. Man hat sich deshalb bemüht,
spezifischere Farbstoffe einzusetzen (vgl. Kap.3.3.2.1).
Ich verzichte darauf, die lange Reihe meiner Misserfolge mit Farbstoffen wie AO,
DAPI usw. mitzuteilen. Vielmehr beginne ich die folgende Darstellung mit SYTOX
GREEN, dem einzigen Farbstoff, der die gewünschten Resultate erbrachte.
Erfahrungen mit anderen Farbstoffen und Methoden teile ich nur abschnittsweise
mit, um die Qualität der mit SYTOX GREEN erzielten Ergebnisse hervorzuheben.
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5.1.2.1 Der Total SYTOX Count
Der Fluoreszenzfarbstoff SYTOX GREEN wurde, abweichend vom Protokoll des
Herstellers, als Gesamtzellfarbstoff im Total SYTOX Count eingesetzt. Die
Bezeichnung Total SYTOX Count lehnt sich an die Bezeichnung Total AO Count
und Total DAPI Count nach KEPNER und PRATT (1994) an.
5.1.2.1.1 Total SYTOX Counts bakterieller Reinkulturen im Vergleich mit dem
Elzone-Counter
Die Wiederfindungsrate von Pseudomonas fluorescens Zellen als Total SYTOX
Count im FInStaR (siehe Kap. 4.4.5.2) im Vergleich zum Elzone-Counter betrug
im Mittel von 12 Meßreihen 85 % bei einer Standardabweichung (STDD) von
+/- 27 %. Für Zellen von Bacillus subtilis betrug der entsprechende Wert 80,5
+/- 33 %. Gemittelt wurde hier über 4 Versuche. Die beiden verwendeten,
technisch identischen Elzone-Counter wichen bei der gleichen Probe, auf beiden
Geräten nacheinander gemessen, um 5% voneinander ab.
Für Ralstonia eutropha aus stationären Kulturen stimmten die Ergebnisse der
beiden Zählverfahren sehr gut überein, während bei logarithmisch wachsenden
Zellen dieses Bakteriums die Zählwerte des Elzone-Counters erheblich unter der
wahren Zellkonzentration lagen (Tab. 11). Diese wurden als Total SYTOX Count
offenbar zutreffender erfasst. Diese Diskrepanz zwischen den beiden Zähl-
verfahren ist dadurch bedingt, daß aktiv wachsende R. eutropha zur Zellaggre-
gation neigen, so daß die Zählwerte des Elzone-Counters zu niedrig ausfallen. Die
Standardabweichungen für Mehrfachmessungen einzelner Proben lagen bei +/-
5%.
Tab. 11 Korrelation der Zelldichte nach Messung im Elzone-Counter mit Vergleichswerten des
Total SYTOX Count für Ralstonia eutropha-Zellen unterschiedlichen Wachstumszustandes
Wachstumszustand /
Substrat
NElzone Counter [1/ml] NBildverarbeitung [1/ml]
STDD [%]
logarithmisch /
Fructose
3 x 107 4,8 x 107
+/- 22,9
logarithmisch /
2,4-DCP
3 x 107 5,3 x 107
+/- 24,5
stationär / Fructose 3 x 107 2,67 x 107
+/- 11,9
stationär / 2,4-DCP 3 x 107 2,43 x 107
+/- 11,5
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5.1.2.1.2 Wiederfindung von Bakterienzellen in Tonmineralsuspensionen
Sodann wurde untersucht, inwieweit die Bestimmung der Bakterienkonzentration
mittels des Total SYTOX Count und nach digitaler Bildverarbeitung ausgewertet,
auch in Gegenwart von reinen Tonmineralen zuverlässig gelingt.
Das fluoreszenzmikroskopische Bild von Pseudomonas putida Zellen in Gegen-
wart von reinem Tonmineral (Montmorillonit), gefärbt mit SYTOX GREEN zeigte
intensiv grün fluoreszierende Bakterien neben blau und rot fluoreszierenden
Tonmineralen (Abb. 18). Aggregate von Bakterien und Tonmineralen, bzw.
Bakterien auf der Oberfläche von Tonmineralen waren visuell wie mittels digitaler
Bildverarbeitung auswertbar. Der physiologische Zustand der Bakterien spielte für
die Differenzierung keine Rolle; auch gehungerte Zellen waren eindeutig erkenn-
bar, Abb. 18.
Abb. 18 Fluoreszenzmikroskopische Bilder von Pseudomonas putida-Zellen aus der
logarithmischen Wachstumsphase (links) und nach mehrwöchigem Kohlenstoff- und
Energiemangel (rechts) in Gegenwart von reinem Tonmineral, gefärbt mittels des Total SYTOX
Count. Die dargestellten Bildausschnitte besitzen Kantenlängen von 20 x 30 µm.
Die Wiederfindung von zugesetzten Zellen in Abhängigkeit von der Tonmineral-
konzentration ist in Tab. 12 dokumentiert. Es wurden jeweils drei Parallelen
gemittelt. Die zugesetzten Zellen entstammten jeweils der stationären Phase
einer zwei Tage alten Batchkultur von Pseudomonas putida.
Tab. 12 Wiederfindung von zugesetzten Zellen in Abhängigkeit von der Tonmineralkonzentration,
gefärbt mittels SYTOX GREEN
Tonmineral-
konzentration
[g/l]
Zugegebene
Bakterien
Wiedergefundene
Bakterien/STDD
Wiederfindung [%]
0,1 1 x 107 7,8 x 106 +/-2,6 x 106 78
0,5 1 x 107 8,2 x 106 +/- 2,9 x 106 82
1 1 x 107 7,4 x 106 +/- 3,2 x 106 74
2 1 x 107 7,1x 106 +/- 4,2 x 106 71
5 1 x 107 4,3 x 106 +/- 4,5 x 106 43
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Bei Konzentrationen > 2 g/l trat ein Verdeckungseffekt durch die Tonminerale
auf, d.h. die Tonminerale bildeten an einigen Stellen des Präparates dichte
Schichten, welche Bakterien überlagern konnten. Abb. 19 zeigt Zellen in Ge-
genwart von 2 g/l Tonmineral. Tonmineralkonzentrationen unter 2 g/l hatten nur
geringen Einfluß auf die Wiederfindung von Zellen.
Abb. 19 Zellen von P.putida in Gegenwart von 2 g/l Tonmineral, gefärbt mit dem Fluores-
zenzfarbstoff SYTOX Green. Die dargestellten Bildausschnitte besitzen Kantenlängen von 20 x
20 µm
5.1.2.1.3 Wiederfindung von Ralstonia eutropha in Abhängigkeit von der
Konzentration des tensidbelegten Tonminerals
Nach erfolgreicher Wiederfindung zugesetzter Zellen in Gegenwart von reinem
Tonmineral, erfolgte die Wiederholung der Versuche mit tensidbelegtem Ton-
mineral (Dodecyltrimethylammonium-modifiziertem Montmorillonit : DTA-MM
oder C12-MM), Kap. 4.6.1.2.2.
Die Gesamtzellerfassung von Bakterien in Gegenwart von DTA-MM war aufgrund
der farblichen Unterscheidung von Bakterien und tensidbelegtem Tonmineral
möglich. Bakterien fluoreszierten intensiv grün, während der DTA-MM blau
und/oder rot fluoreszierte, Abb. 20.
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Abb. 20 Fluoreszenzmikroskopisches Bild von Ralstonia eutropha in Gegenwart von DTA-MM.
Der dargestellte Bildausschnitt besitzt eine Kantenlänge von 20 x 20 µm.
Auffällig war, daß tensidbelegte Tonminerale in der Größenordnung von Bakter-
ien hauptsächlich blau fluoreszierten, während DTA-MM Komplexe blaue und
rötliche Fluoreszenz zeigten. Um das Emissionsspektrum von SYTOX GREEN,
gebunden an DTA-MM, genauer zu untersuchen, wurde eine Suspension von
DTA-MM (1 g/l) mittels einer 25 µM SYTOX GREEN Lösung gefärbt und im
Fluoreszenzphotometer (siehe Kap. 4.5.1.1) vermessen. Die Anregung erfolgte
bei 360 nm. Das Emissionsspektrum von unspezifisch an DTA-MM gebundenem
SYTOX GREEN ist in Abb. 21 dargestellt.
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Abb. 21 Emissionsspektrum von SYTOX GREEN in einer DTA-MM Suspension
Das Emissionsspektrum von unspezifisch gebundenem SYTOX GREEN bestätigte
die Beobachtung der blauen Fluoreszenz des Minerals, lieferte trotz
vergleichbarer DTA-MM Konzentration wie in den fluoreszenzmikroskopischen
Proben jedoch keinen Hinweis auf die ebenfalls beobachtete Rotfluoreszenz der
Minerale. Die Intensität der unspezifischen grünen Fluoreszenz lag um den Faktor
40 niedriger als die spezifische Fluoreszenz von nukleinsäuregebundenem SYTOX
GREEN (Abb. 22), und die Intensität der spezifischen grünen Fluoreszenz DNS-
gebundenen SYTOX GREEN war um den Faktor 500 größer als die Intensität von
ungebundenem SYTOX GREEN (Abb. 22).
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Abb. 22 Emissionspektrum von SYTOX GREEN mit/ohne DNA (l - DNA von Boehringer
Mannheim)
Proteine wie BSA wurden gar nicht von SYTOX GREEN angefärbt. In
entsprechenden Versuchen wurden 25 mg/l BSA (Boehringer Mannheim) mit
SYTOX GREEN in einer Konzentration von 25 µM im Fluoreszenzphotometer
vermessen. Die Spektren mit sowie ohne BSA waren identisch. Das könnte auch
der Grund sein, warum SYTOX GREEN gefärbte Kulturen von gehungerten Zellen
einen viel höheren Kontrast boten als das gleiche Präparat, gefärbt mit DAPI.
DAPI bindet bei fixierten Zellen an Zellmembrankomponenten [ZWEIFEL and
HAGSTRÖM, 1995], wie sie nach der Lyse von Zellen in der Lösung vorkommen
können.
Die Wiederfindung von Bakterien in Abhängigkeit von der DTA-MM Konzentra-
tion wurde mit Ralstonia eutropha wie auch mit Pseudomonas fluorescens unter-
sucht. Ralstonia eutropha neigte während der Wachstumsphase zu verstärkter
Aggregation, was die Einstellung einer bestimmten Bakterienkonzentration
erschwerte. Aus diesem Grunde wurden zusätzliche Versuche mit Pseudomonas
fluorescens durchgeführt. Die Wiederfindung von Zellen in Abhängigkeit von der
DTA-MM Konzentration ist in Tab. 13 dokumentiert.
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Tab. 13 Wiederfindung von zugegebenen Zellen in Abhängigkeit von der DTA-MM Konzentration,
gemessen nach dem Total SYTOX Count
Zugegebene
Bakterien
Wiedergefundene Bakterien
+/- STDD
DTA-MM
Konzentration
[g/l]
Wiederfindung
[%]
1 x 107
P.fluorescens
8,1 x 106 +/- 1,9 x 106 1 81
1 x 107
P.fluorescens
7,85 x 106 +/- 2,65 x 106 2 78
1 x 107
P.fluorescens
6,7 x 106 +/- 3,15 x 106 3,5 67
1 x 107
P.fluorescens
5,2 x 106 +/- 3,8 x 106 5 52
1 x 107
R.eutropha
8,5 x 106 +/- 3,3 x 106 1 85
1 x 107
R.eutropha
8,25 x 106 +/- 3,1 x 106 2 82
1 x 107
R.eutropha
6,2 x 106 +/- 4,6 x 106 5 62
Der Wiederfindungsgrad von zugesetzten Zellen nahm mit zunehmender DTA-
MM Konzentration ab.
Fazit : Der Farbstoff SYTOX GREEN gestattete als einziger, der in dieser Arbeit
untersuchten Farbstoffe, die einwandfreie Differenzierung zwischen Bakterien
und Tonmineralen im fluoreszenzmikroskopischen Bild. Der physiologische
Zustand der untersuchten Zellen hatte auf die Qualität der Färbung keinen
Einfluß.
5.1.2.1.4 Wiederfindung von Pseudomonas fluorescens Zellen in Böden
Färbungen nach dem Total SYTOX Count ermöglichten auch eine einwandfreie
Differenzierung von Bakterien und Bodenpartikeln. Bakterien fluoreszierten grün,
Bodenpartikel blau und/oder rot (Abb. 23). Die Emissionswellenlängen der ver-
schiedenen Fluoreszenzen sind weit im Wellenlängenspektrum voneinander
entfernt, so daß fast keine Überlappung der Signale auftritt. Damit ist diese Fär-
bemethode optimal für eine automatische Auswertung im RGB23 Farbraum geeig-
net. Für die automatische Auswertung wurde der GRÜN Kanal ausgewertet.
                                   
23 Die verwendeten Farbräume sind im Anhang detailiert dokumentiert.
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Abb. 23 SYTOX gefärbte Bodenproben, links der Stolberger Boden, rechts der Kaldenkirchner
Boden. Den dargestellten Bodenproben wurden keine Zellen zugemischt. Die Kantenlängen der
dargestellten Bildausschnitte beträgt 20 x 30 µm.
Der Wiederfindungsgrad zugesetzter Zellen stieg mit der Inokulierdichte an, wie
in Abb. 24 für den Stolberger Boden und in Abb. 25 für den Kaldenkirchner
Boden zu sehen ist. Die Standardabweichung der 30 ausgewerteten Bilder ist im
Vergleich zu den Standardabweichungen der SYBR gefärbten Präparate niedrig,
siehe Abb. 32 und Abb. 33. Sie liegt im Mittel bei 41 %. Die Zelldichte der
autochthonen Flora betrug 9,24 x 108 +/- 1,82 x 108 g-1 Boden für den
Stolberger Boden und 5,55 x 108 +/- 2,22 x 108 g-1 Boden für den Kalden-
kirchner Boden. Die Zelldichte der autochthonen Flora wurde bei der Auftragung
der Wiederfindung von der Gesamtzelldichte subtrahiert und ist im Diagramm
nicht dargestellt. So wurde verhindert, daß Schwankungen der autochthonen
Zelldichte die Ergebnisse verzerren.
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Abb. 24 Wiederfindung von Zellen (Pseudomonas fluorescens) im Stolberger Boden, gemessen im
Total SYTOX Count. Die Menge der autochthonen Zellen wurde zuvor subtrahiert.
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Abb. 25 Wiederfindung von Zellen (Pseudomonas fluorescens) im Kaldenkirchner Boden, gemes-
sen im Total SYTOX Count. Die Menge der autochthonen Zellen wurde zuvor subtrahiert.
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Die Wiederfindungsrate erreichte bei der höchsten Inokulierdichte für den Stol-
berger Boden 81,5 +/- 38,8 % und für den Kaldenkirchner Boden 82,4 +/- 32,2
%.
Der Anteil wiedergefundener Zellen im Stolberger Boden ist für Inokulierdichten
von 1-2 x 109 Zellen höher als im Kaldenkirchner Boden. Da keine Aussage über
den Einfluß von Verdeckungseffekten durch die Bodenpartikel gemacht werden
konnte, blieb offen, wodurch diese Abweichungen zustande kamen. Fluk-
tuationen in der authochthonen Zelldichte, welche etwa +/- 20 % ausmachten,
konnten ebenfalls von Einfluß sein, da diese Zelldichte stets als Hintergrund
vorlag und die automatische Auswertung gegenüber der manuellen Auswertung
(siehe Kap.5.1.2.1.5) Abweichungen aufwies.
5.1.2.1.5 Vergleich der manuellen Zählung mit der automatischen Zählung
mittels der Bildverarbeitung
Von jeweils zwei Parallelen der nativen und denjenigen Proben, denen Zellen
zugemischt waren, wurden zusätzlich die Zellzahlen manuell bestimmt. Dazu
wurden mittels eines Zählstiftes jeweils 10 Bilder am Bildschirm von Hand
ausgezählt. Alle sichtbaren Ebenen wurden durchfokussiert und die Zellzahlen der
einzelnen Ebenen aufsummiert. Bei der automatischen Auswertung konnte nur
eine Ebene ausgezählt werden, da keine Möglichkeit bestanden hatte, ein CLSM
routinemäßig zu nutzen. Für die automatische Auswertung wurde diejenige
Ebene gewählt, in welcher die meisten Bakterien zu sehen waren. Die
automatische Auswertung erfasste für Kaldenkirchner Bodenproben 75 % der
manuell zählbaren Zellen und für Stolberger Bodenproben 69,5 % der manuell
zählbaren Zellen. Der Zeitaufwand für die manuelle Bestimmung des Total Count
innerhalb von 10 Bildern betrug 30 Minuten plus etwa 7-8 Minuten für die
Aufnahmen. Bei der automatischen Auswertung werden 30 Bilder innerhalb von
5 Minuten bearbeitet. Insgesamt dauerte somit die manuelle Auswertung bei
gleichem Probendurchsatz 6 mal so lange wie die automatische Auswertung.
Die Direktzählung von Bakterien in Böden nach der Total SYTOX Count Methode
ist damit allen anderen derzeit gebräuchlichen Direktzählungsmethoden in Bezug
auf die Empfindlichkeit überlegen und ermöglicht auch die Erfassung geringer
Änderungen der Zelldichte in Bodenproben. Eine 50 %ige Änderung der
Zelldichte in Bodenproben kann als gering betrachtet werden, wenn man davon
ausgeht, daß z.B. nach WEINBAUER et al. (1998) nur Veränderungen der Zelldichte
> 100% bei manueller Auszählung der fluoreszenzmikroskopischen Bilder
erfassbar sind. Der Fehler, welcher durch die automatische Auswertung SYTOX
GREEN gefärbter Bilder in nur einer Ebene zustande kommt, ist mit 25-30% als
gering anzusehen. Zudem erfordert die automatische Auswertung mittels
digitaler Bildverarbeitung keine erfahrenen Operatoren mehr, um zweifelsfrei
Bakterien von Bodenpartikeln zu differenzieren. Der Benutzereingriff reduziert
sich auf die Kontrolle der Zwischenergebnisse.
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5.1.2.1.6 Der Einsatz eines CLSM für die Optimierung des Total SYTOX Count
Untersuchungen an Bodenproben, gefärbt mittels des Total SYTOX Count,
wurden an einem konfokalen Laserscanning Mikroskop mit integriertem Spek-
trofluorometer der Firma Leica durchgeführt. Die notwendige Meßzeit wurde mir
freundlicherweise von Dr. Rainer Fischer, Institut für Molekularbiologie der RWTH
Aachen, zur Verfügung gestellt. Mit diesem CLSM konnten Bandpassfilter
beliebiger Breite für die Fluoreszenz eingestellt werden.
Da kein UV-Laser zur Verfügung stand, wurde das gefärbte Präparat mittels
Argon-Krypton Laser bei 488 nm angeregt. Als Emissionsfenster wurde für die
spezifische, grüne Fluoreszenz der Wellenlängenbereich von 510-530 nm und für
die unspezifische, rote Fluoreszenz der Wellenlängenbereich 615-700 nm einge-
stellt. Abb. 26 zeigt Schichtaufnahmen des Stolberger Bodens. Bedingt durch
das enge Emissionsfenster, erscheint der Kontrast von Bakterien zum
Hintergrund sehr hoch.
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Abb. 26 CLSM-Schichtaufnahmen des Stolberger Bodens. Die oberste Schicht ist links oben
dargestellt, die zweite Schicht rechts oben, die dritte Schicht links unten und die unterste Schicht
rechts unten. Der Schichtabstand betrug etwa 5 µm, die Kantenlänge eines Bildes 35 µm.
Der Total SYTOX Count ist somit auch für CLSM geeignet, welche über keine
Anregung im UV verfügen, aber die Möglichkeit der Verwendung sehr schmaler
Emissionsfenster haben. Für Epifluoreszenzmikroskope ergeben sich nur bei UV
Anregung in Verbindung mit Langpassfiltern zufriedenstellende Ergebnisse. Die
Verwendung eines CLSM ergibt, bedingt durch die Möglichkeit der Erfassung
aller Ebenen im Präparat, einen geringeren Fehler bei der Bestimmung des Total
SYTOX Count als bei Verwendung eines Epifluoreszenzmikroskopes, da
störendes Streulicht aus anderen Ebenen durch das Pinhole (Kap. 4.4.2.3)
ausgeblendet wird und insbesondere Aggregate von Bakterien damit besser
aufgelöst weden können. Der Total SYTOX Count ist damit universell für alle
Typen von Fluoreszenzmikroskopen verwendbar.
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5.1.2.2 Der Total AO Count
5.1.2.2.1 Quantitative Detektion von Bakterien in Gegenwart von reinen und
tensidmodifizierten Tonmineralen
Die quanitative Detektion von Bakterien in Gegenwart von verschiedenen
Tonmineralen mittels AO wurde bereits von FIEDLER (1997) im Detail untersucht.
Nur Zellen, welche sich morphologisch von den Tonmineralen unterschieden,
waren identifizierbar. Zellen, welche einem Kohlenstoff- und Energiemangel
ausgesetzt waren, konnten nicht von den Tonmineralen unterschieden werden.
Der Grund lag in der geringeren Größe und veränderter Morphologie gehungerter
Zellen begründet, welche identisch war mit einem Teil der angefärbten
Tonminerale.
Da FIEDLER nur eine monochrome Farbkamera für ihre Untersuchungen und zur
Dokumentation zur Verfügung stand, sollten diese Versuche mit unserer
Farbkamera wiederholt werden, um durch den beschriebenen Metadichroismus
von AO [ZELENIN, 1993] zwischen spezifischer und die unspezifischer Fluoreszenz
farblich zu trennen.
Das fluoreszenzmikroskopische RGB-Bild AO gefärbter Zellen hatte jedoch
praktisch die gleiche Aussagekraft wie die Grauwertbilder von FIEDLER. Der
Hintergrund fluoreszierte einheitlich grün, während Bakterien und Tonminerale
einheitlich orange fluoreszierten. Nur Zellen, welche sich morphologisch von den
Tonpartikeln unterschieden, konnten erfaßt werden. Eine Übertragung der RGB-
Bilder in den HSI-Farbraum zeigte, daß der Farbwert (Hue) für Bakterien mit
denen für die Tonpartikel, hervorgerufen durch die unspezifische Bindung an
Tonmineral, identisch war. Die Fähigkeit von AO, bei Bindung an einzelsträngige
Nukleinsäuren eine rote Fluoreszenz zu erzeugen, welche sich mit der grünen
Fluoreszenz der DNA zu Orange mischt, wurde durch eine Wellenlängen-
verschiebung der Fluoreszenz von tonmineralgebundenem AO zunichte gemacht.
Die Wellenlängenverschiebung von AO bei Bindung an Tonmineral ist in Abb. 27
dargestellt. Sie wurde im Fluoreszenzphotometer aufgenommen, in dem sich AO
(0,166 x 10-3 M) und Tonmineral (0,1 g/l) befanden. Die Suspension wurde
während der Vermessung gerührt.
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Abb. 27 Verschiebung des Emissionsspektrums von Acridinorange bei Bindung an Natrium-
montmorillonit, Anregung bei 494 nm. Die Suspensionskonzentration betrug 0,1 g/l. Die grüne
Linie stellt das Emissionsspektrum von ungebundenem AO, die rote Linie das Emissionsspektrum
des an Natriummontmorillonit gebundenen AO dar.
Das Maximum der Emissionswellenlänge von AO bei Bindung an Tonmineral
entspricht der Emissionswellenlänge der Mischfarbe von AO bei Bindung an
Nukleinsäuren [ZELENIN, 1993]. RNS fluoresziert bei 640 nm, DNA bei 530 nm,
die resultierende Mischfarbe wäre orange bei 585 nm, siehe unten.
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AO ist daher für die Erfassung von Bakterien in Gegenwart von Tonmineralien
nicht geeignet.
5.1.2.2.2 Quantitative Detektion von Bakterien in Gegenwart von Bodenproben
Die verwendeten Böden (Kap. 4.6.1.1), welche im Total AO Count gefärbt
wurden, waren ebenfalls nicht auswertbar. Dies galt sowohl für eine manuelle
wie auch für die automatische Auswertung. Eine intensive grüne
Hintergrundfluoreszenz überdeckte jegliche Fluoreszenz, welche von Zellen auf
dem Filter kam. Die Bodenpartikel waren intensiv orange gefärbt, wobei auch auf
der Oberfläche der Partikel keine Zellen zu erkennen waren. Zugemischte Zellen,
welche sich morphologisch von denen der autochthonen Zellen abhoben, waren
ebenfalls nicht zu erkennen. Der Vorteil des Metadichroismus von AO wurde
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durch die Wellenlängenverschiebung des unspezifisch an Tonminerale
gebundenen Farbstoffes (siehe Kap. 5.1.2.2.1) zunichte gemacht. In Abb. 28 ist
ein jeweils repräsentativer Ausschnitt aus dem Stolberger und dem
Kaldenkirchner Boden zu sehen.
Abb. 28 AO gefärbte Böden, links der Stolberger Boden und rechts der Kaldenkirchner Boden. Es
wurden in den dargestellten Bildausschnitten keine Bakterien zugemischt. Die Kantenlängen der
Bilder betragen 30 x 25 µm.
5.1.2.3 Der Total DAPI Count
5.1.2.3.1 Quantitative Detektion von Bakterien in Gegenwart von reinen und
tensidmodifizierten Tonmineralen
Die Gesamtzellerfassung mittels DAPI war aus den gleichen Gründen wie bei der
Gesamtzellerfassung mittels AO nicht möglich. DAPI gefärbte Tonminerale
fluoreszierten wie die Bakterien blau bis blau-grünlich
5.1.2.3.2 Quantitative Detektion von Bakterien in Bodenproben
Bodenproben, welche im Total DAPI Count gefärbt wurden, waren nicht
auswertbar. Die Aussage von SNAIDR (1997), die unspezifische Fluoreszenz von
DAPI sei gelb, die spezifische Fluoreszenz dagegen blau, war nicht in Einklang zu
bringen mit der Beobachtung großer Bodenpartikel, welche teils blau, teils gelb
fluoreszierten. In weiteren Ansätzen, welchen Zellen zugemischt worden waren,
erschienen die morphologisch von den autochthonen Zellen verschiedenen
Pseudomonas fluorescens Zellen als dunkelblau fluoreszierende Stäbchen. Eine
Erfassung im RGB-Farbraum war nicht möglich, da der Schwellenwert für die
Zellen sich überlagerte mit dem Schwellenwert der ebenfalls blau
fluoreszierenden Bodenpartikel. Daraufhin wurden im HSI-Farbraum manuell
sogenannte „Trainingsdaten“ gesammelt, indem der Farbwert als auch die
Sättigung der Pseudomonas fluorescens Zellen genau erfaßt und parametrisiert
wurden. Von diesen Trainingsdaten abgeleitete Bedingungen für die
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automatische Auswertung führten in den fluoreszenzmikroskopischen Bildern
lediglich zur Erfassung der zugemischten Zellen, während fast keine der
autochthonen Zellen detektiert worden konnten. Die Fluoreszenzeigenschaften
verschiedener Zellen, welche mit DAPI angefärbt wurden, differierten
untereinander, was eine Auswertung unmöglich machte. In Abb. 29 ist ein
jeweils repräsentativer Ausschnitt aus dem Stolberger und dem Kaldenkirchner
Boden zu sehen.
Abb. 29 DAPI gefärbte Bodenproben, links der Stolberger Boden, rechts der Kaldenkirchner
Boden. In den dargestellten Bildausschnitten wurden keine Bakterien zugemischt. Die Kanten-
länge der Bilder beträgt 20 x 20 µm. Die autochthonen Mikroorganismen sind nicht erkennbar.
5.1.2.4 Der Total SYTO Count
Für die ausgewählten SYTO-Farbstoffe berichtete der Hersteller über eine
Fluoreszenzverstärkung bis zu einem Faktor von 4600 (siehe Kap. 4.4.4.3) bei
Bindung an DNA aus, im Vergleich zum ungebundenen Farbstoff. Keiner der
verwendeten SYTO Farbstoffe gestattete jedoch eine Differenzierung von
Bakterien und Tonmineralen im fluoreszenzmikroskopischen Bild aufgrund
densitometrischer Merkmale. Bakterien und Tonminerale waren gleich farbliche
Differenzierung zwischen Bakterien und Tonmineralen erlauben würde, trat
ebenfalls nicht auf. Insgesamt war die Bildqualität, bzw. der Kontrast sogar
schlechter als bei DAPI gefärbten Präparaten. Eine Variation der
Farbstoffkonzentration sowie der Inkubationszeit brachte keine Verbesserung der
Bildqualität. Die SYTO Farbstoffe 16, 21, 24 und 45 waren für die Erfassung
von Bakterien in Gegenwart von Tonmineralien nicht geeignet, Färbeversuche mit
Bodenproben wurden daraufhin nicht geplant.
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5.1.2.5 Der Total SYBR Count
5.1.2.5.1 Quantitative Detektion von Bakterien in Gegenwart von reinen und
tensidmodifizierten Tonmineralen
Das fluoreszenzmikroskopische Bild von Bakterien, gefärbt mittels SYBR, in
Gegenwart von Tonmineralen zeigte intensiv grün fluoreszierende Bakterien,
umgeben von intensiv gelb fluoreszierenden Tonmineralen, siehe Abb. 30.
Abb. 30 Fluoreszenzmikroskopisches Bild einer Bakterien/Tonmineral Suspension, gefärbt mittels
SYBR. Das zugemischte Bakterium war Ralstonia eutropha Die Kantenlänge des dargestellten
Bildes beträgt 20 x 20 µm.
Die spezifische Fluoreszenz war zwar grün, jedoch waren grüne Bakterien auf in-
tensiv gelb angefärbten Tonmineralen nicht zu erkennen, weil ihre Fluoreszenz
von der Fluoreszenz der Tonminerale überdeckt wurde. Hinreichend dünne
Suspensionen, in welchen keine Aggregate von Bakterien und Tonmineralen
vorlagen, ließen sich mittels Bildverarbeitung und Erfassung im HSI-Farbraum
auswerten. Eine Auswertung im RGB-Farbraum war nicht möglich, weil der Grün-
Anteil der gelben Fluoreszenz genauso intensiv war wie die grüne Fluoreszenz
der Bakterien. Die Erfassung von Bakterien in Gegenwart von Tonmineralen
mittels SYBR gelang nur bei Tonmineralkonzentrationen < 0,01 g/l. Die
Wiederfindung zugesetzter Bakterien bei verschiedenen Tonmineral-
konzentrationen ist in Tab. 14 dargestellt. Jeweils zwei Parallelen wurden
gemittelt.
Tab. 14 Wiederfindung zugemischter Bakterien bei verschiedenen Tonmineralkonzentrationen,
gefärbt mittels SYBR.
Tonmineralkon-
zentration [g/l]
Zugegebene
Bakterien
Wiedergefundene Bakterien /
Standardabweichung
Wiederfindung
[%]
0,01 1 x 107 6,3 x 106 +/- 1,3 x 106 63
0,1 1 x 107 3,4 x 106 +/- 1,6 x 106 34
1 1 x 107 nicht auswertbar -
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Für das untersuchte Modellsystem sollten jedoch Tonmineralkonzentrationen >
0,1 g/l eingesetzt werden. Der Farbstoff SYBR war damit nur bedingt geeignet
für die Differenzierung zwischen Bakterien und Tonmineralen, da die
notwendigen Verdünnungen für die Färbung eine zu starke Ausdünnung der
zählbaren Bakterien zur Folge gehabt hätten.
5.1.2.5.2 Quantitative Detektion von Bakterien in Bodenproben
Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR ermöglichte zwar eine Differenzierung zwischen
Bodenpartikeln und Bakterien, jedoch waren Bakterien auf Bodenpartikeln wegen
der intensiven Gelbfluoreszenz der Bodenpartikel kaum erkennbar. Nicht alle
Bodenpartiekl fluoreszierten gleich intensiv gelb, so daß in einigen Bildern grüne
Bakterien auf gelben oder orangen Bodenpartikeln sichtbar waren, wie in Abb. 31
zu sehen. Bei der automatischen Auswertung wurde deshalb der ROT-von dem
GRÜN-Kanal subtrahiert. Nach dieser Graubildoperation erschienen die Zellen auf
den Partikeln deutlicher, bzw. die Partikel waren verschwunden. Versuche im
HSI-Farbraum24, das Grün der Zellen vor dem Hintergrund der Bodenpartikel zu
isolieren, brachten keine Vorteile gegenüber der Bildverarbeitung im RGB-
Farbraum.
Abb. 31 SYBR gefärbte Böden, links der Stolberger Boden und rechts der Kaldenkirchner Boden.
Den dargestellten Bildausschnitten wurden keine zusätzlichen Zellen zugemischt. Die Kanten-
längen der dargestellten Bildausschnitte betragen 25 x 20 µm.
Die Zelldichte der autochthonen Bakterien in der Bodenprobe, gemessen mittels
des Total SYBR Counts betrug bei 6 Parallelen im Mittel für den Stolberger Bo-
den 4,99 x 108 [1/g Boden] +/- 2,64 x 108 [1/g Boden]. Für den Kaldenkirchner
Boden wurde eine mittlere Zelldichte von 2,91 x 108 [1/g Boden] +/- 9,53 x 107
[1/g Boden] gemessen. Darauf aufbauend wurden Vielfache dieser Menge an
Pseudomonas fluorescens zugemischt und die Wiederfindung bestimmt. Die
Menge wiedergefundener zu zugesetzten Zellen für den Stolberger und den
Kaldenkirchner Boden ist in Abb. 32 und Abb. 33 dargestellt. Die Werte wurden
aus 4 Parallelen gemittelt, wobei zu jeder Parallele 30 Bilder ausgewertet
wurden.
                                   
24 Eine Dokumentation der verwendeten Farbräume findet sich im Anhang.
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Abb. 32 Wiederfindung von zugemischen Zellen (Pseudomonas fluorescens) zum Stolberger
Boden, gemessen im Total SYBR Count. Die Menge autochthoner Zellen wurde zuvor subtrahiert.
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Abb. 33 Wiederfindung von zugemischen Zellen (Pseudomonas fluorescens) zum Kaldenkirchner
Boden, gemessen im Total SYBR Count. Die Menge autochthoner Zellen wurde zuvor subtrahiert.
Die Menge an wiedergefundenen Zellen mittels des Total SYBR Counts ist gering
und die Standardabweichung innerhalb der 30 ausgewerteten Bilder
vergleichsweise sehr hoch. Der Anteil wiedergefundener Zellen nimmt nicht mit
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der Zunahme der Inokulierdichte zu. Ein Trend ist aufgrund der Streuung der
Meßwerte ebenfalls nicht zu erkennen. Zellen, welche mit Bodenpartikeln
assoziiert waren, konnten nur selten erfaßt werden, so daß die Anfärbung mit
SYBR für die Bakterienzählung in Bodenproben insgesamt ungeeignet ist.
5.1.2.6 Quantitative Detektion von Bacillus subtilis in Gegenwart von reinen
und tensidmodifizierten Tonmineralen mittels fluoreszenzmarkierter
Lectine
Die derzeit im Handel befindlichen fluoreszenzmarkierten Lectine reagierten nur
mit Gram+ Bakterien. Als typischer Vertreter Gram+ Bakterien wurde Bacillus
subtilis in den Färbeversuchen eingesetzt
Das fluoreszenzmikroskopische Bild mittels fluoreszenzmarkierter Lectine
gefärbter Bacillus subtilis in Gegenwart von Tonmineralen war nicht auswertbar.
Die Zellen waren nicht mehr von Tonmineralen zu unterscheiden. Wie der
Vergleich verschieden fluoreszenzmarkierter Lectine zeigte, hatte die Art des
angekoppelten Farbstoffs keinen Einfluß auf die Bildqualität. Die Erfassung von
Bacillus subtilis in Gegenwart von Tonmineral war mittels fluoreszenzmarkierter
Lectine nicht möglich, Färbeversuche mit Bodenproben wurden daraufhin nicht
durchgeführt.
5.1.2.7 Quantitative Detektion von Pseudomonas putida in Gegenwart von
reinen und tensidmodifizierten Tonmineralen mittels polyklonaler
Antikörper (pAB)
5.1.2.7.1 Bindungskapazität des Serums gegen verschiedene Antigene
Das verwendete Serum (Kap. 4.4.4.6) hatte eine Proteinkonzentration von 12
mg/ml, gemessen als Optische Dichte bei 280 nm Wellenlänge (OD280). Es wurde
in Aliquoten von 1 ml, 1 : 6 verdünnt, in Eppicaps gelagert. Den Aliquoten wurde
20 µl Natriumazid gegen Pilzbefall zugesetzt.
Das Serum wurde zunächst mittels ELISA25 auf die Bindungskapazität gegen
verschiedene Antigene getestet. Dazu wurden native Zellen als auch
Paraformaldehydfixierte Zellen für 1,5 Stunden bei 37°C auf 96 Well-Elisaplatten
gecoatet. Ebenfalls wurden Zellen mittels einer Zellmühle aufgeschlossen und die
löslichen Fraktionen als auch die Membrankomponenten gecoatet, sowie Zellen
UV-behandelt. Danach wurde mit 1 % BSA26-Lösung für 12 Stunden bei 4°C
blockiert. Abb. 34 zeigt die relativen Bindungskapazitäten des Serums gegen
verschiedene Antigene aus Pseudomonas putida. Als sekundärer Antikörper
wurde ein Kaninchen-Anti-Huhn Antikörper mit alkalischer
Phosphatasemarkierung zugegeben und die Farbstoffentwicklung bei 405 nm
                                   
25 Enzyme Linked ImmunoSorbend Assay
26 Bovine Serum Albumin (Rinderserum); Standardprotein für molekularbiologische Anwendungen
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verfolgt. Der sekundäre Antikörper wurde in einer Verdünnung von 1 : 5000 bei
37°C für 1 Stunde inkubiert, das AP-Substrat wurde bei 37°C für 1,5 Stunden
zugegeben.
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Abb. 34 Bindungskapazitäten des verwendeten Serums gegen verschiedene Antigene von
Pseudomonas putida
Die höchste Bindungskapazität zeigte das verwendete Serum gegen Oberflächen-
antigene auf Membrankomponenten von Pseudomonas putida , die geringste Bin-
dungskapazität gegen paraformaldehydfixierte Zellen. Das Serum hat zu
löslichem Protein eine doppelt so hohe Affinität wie zu fixierten Zellen, obwohl
die Zellen, welche als Antigene eingesetzt waren, nicht mechanisch zerstört
wurden. Als Antigene wirkende Strukturen der Membranen veränderten sich
demnach bei Einsatz eines Fixatives. Für die Gesamtzellerfassung wurden daher
sowohl native Zellen mit und ohne UV-Behandlung als auch fixierte Zellen einge-
setzt.
5.1.2.7.2 Direkte Markierung der pAB mittels ALEXA 488
Die Berechnung der Mole Farbstoff pro Mol Protein nach Angaben des Herstellers
ergab einen Wert von 7,2. Der Wert war größer als für die verwendeten käuf-
lichen sekundären Antikörper (3,5), die Farbstoffdichte/Antikörper und damit
verbunden die Fluoreszenzintensität der hergestellten Antikörper damit doppelt
so hoch wie käufliche Produkte.
Das Färbeverfahren auf den hydrophobisierten Objektträgern wurde zu Gunsten
des Färbeverfahrens auf geschwärzten Polycarbonatfiltern nicht weiterverfolgt.
Der Grund lag in der verstärkten Aggregation von Bakterien mit Tonmineralen zu
nicht auswertbaren großen kugelförmigen Objekten. Diese Aggregation kam
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durch den Zentrifugationsschritt zustande, der notwendig war, um das Fixativ zu
entfernen und die Zellen zu waschen.
Das fluoreszenzmikroskopische Bild von Pseudomonas putida Zellen aus der lo-
garithmischen Wachstumsphase in Gegenwart von 0,1 g/l Natriummont-
morillonit, markiert mittels ALEXA 488 gekoppelter pAB, zeigte intensiv gefärbte
Zellen, Abb. 35. Neben den stäbchenförmigen Bakterien waren auch kleinere
Objekte, die durch angefärbte Tonminerale hervorgerufen wurden, zu sehen. Eine
Variation der Inkubationstemperatur von 25-40°C brachte ebenso keine Verbes-
serung wie eine Variation der BSA-Konzentration in der Blockierlösung von
1-5 %. Die Objekte unterschieden sich von den Zellen nur morphologisch, densi-
tometrisch und colorimetrisch waren sie ununterscheidbar. Die Verwendung
nativer Zellen anstelle fixierter Zellen erbrachte keinerlei Verbesserung der
Färbung, sondern führte zu gehäuft auftretender Aggregation von Zellen. Native
Zellen wurden in den weiteren Versuchen daher nicht mehr eingesetzt.
Abb. 35 Zellen von Pseudomonas putida aus der logarithmischen Wachstumsphase, gefärbt
mittels ALEXA 488-markierter pAB, in Gegenwart von 0,1 g/l Natriummontmorillonit.
Das fluoreszenzmikroskopische Bild von Pseudomonas putida Zellen, welche
einem Kohlenstoff- und Energiemangel von 504 Stunden ausgesetzt waren, mar-
kiert mittels ALEXA 488 gekoppelter pAB, zeigte intensiv gefärbte Zellen und
Artefakte, siehe Abb. 36. Die gegenüber Zellen der logarithmischen Wachs-
tumsphase deutlich kleineren gehungerten Zellen waren mit dem menschlichen
Auge nicht eindeutig von den Artefakten zu unterscheiden. Einschränkungen mit-
tels Parametergrenzen bei der automatischen Auswertung führten zu keiner
Verbesserung, da die Formparameter von Zellen und Artefakten in weiten
Bereichen identisch waren.
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Abb. 36 Zellen von Pseudomonas putida, welche einem Kohlenstoff- und Energiemangel von 504
h ausgesetzt waren, gefärbt mittels ALEXA 488 markierter pAB, in Gegenwart von 0,1 g/l
Natriummontmorillonit.
Die Wiederfindung von zugegebenen Zellen unterschiedlichen physiologischen
Zustandes zu einer 0,1 g/l Natriummontmorillonitsuspension ist in Tab. 15
dargestellt. Es wurden jeweils drei Parallelen zu einem Mittelwert zusammenge-
faßt, eine Parallele enthielt 20 Bilder. Die Standardabweichung (STDD) innerhalb
der Bilder einer Parallele ist als arithmetisches Mittel der drei STDD dargestellt.
Tab. 15 Wiederfindung von zugegebenen Zellen unterschiedlichen physiologischen Zustandes zu
einer 0,1 g/l Natriummontmorillonitsuspension, markiert mittels ALEXA 488 gekoppelter pAB
Physiologischer
Zustand
Zugesetzte
Zellen
Wiedergefundene
Zellen/STDD
Wiederfindung
[%]
LOG-Phase 1 x 107 7,8 x 106 +/- 2,5x 106 78
Kohlenstoff- und
Energiemangel (504 h)
1 x 107 1,6 x 107 +/- 9,4 x 106 160
Während Zellen aus der LOG-Phase mit geringem Verlust detektiert werden konn-
ten, wurde die Anzahl der gehungerten Zellen deutlich überschätzt. Die Erfas-
sung gehungerter Zellen von Pseudomonas putida, gefärbt mittels ALEXA 488
markierter pAB, war somit ungenau.
5.1.2.7.3 Indirekte Markierung mittels fluoreszenzmarkierter Anti-Antikörper
Das fluoreszenzmikroskopische Bild von Pseudomonas putida Zellen unterschied-
lichen physiologischen Zustandes, markiert mittels fluoreszenzmarkierter Anti-
Antikörper entsprach im wesentlichen dem fluoreszenzmikroskopischen Bild von
Zellen, die direkt mit ALEXA 488-markierten Antikörpen gefärbt waren. Die
Bildqualität bei der Färbung mittels Anti-Antikörper war aufgrund häufig
auftretender Artefakte schlechter als bei der direkten Markierung. Der Vergleich
dreier verschiedener Farbstoffmarkierungen zeigte keine qualitativen Un-
terschiede auf, die ALEXA 488-Markierung fluoreszierte am intensivsten. Die
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Wiederfindung zugemischter Zellen ist in Tab. 16 dargestellt. Die Werte wurden
aus drei Parallelen gemittelt.
Tab. 16 Wiederfindung von zugemischten Zellen unterschiedlichen physiologischen Zustandes zu
einer 0,1 g/l Natriummontmorillonitsuspension, gefärbt mittels fluoreszenzmarkierter Anti-
Antikörper.
Physiologischer
Zustand
Zugesetzte
Zellen
Wiedergefundene
Zellen/STDD
Wiederfindung
[%]
LOG-Phase 1 x 107 6,7 x 106 +/- 3,1x 106 67
Kohlenstoff- und
Energiemangel (504 h)
1 x 107 1,9 x 107 +/- 1,3 x 107 190
Die Erfassung mittels fluoreszenzmarkierter Anti-Antikörper erbrachte keinerlei
Vorteile gegenüber der direkten Erfassung mittels fluoreszenzmarkierter
Antikörper und sie war auch nicht notwendig, weil das Fluoreszenzsignal der
primären, fluoreszenzmarkierten Antikörper intensiv genug war. Das Fluores-
zenzsignal der indirekten Markierung war im Vergleich deutlich intensiver, aber
die Qualität eben auch schlechter. Die Erfassung gehungerter Zellen von
Pseudomonas putida mittels fluoreszenzmarkierter Anti-Antikörper war eindeutig
zu ungenau.
Versuche zur Wiederfindung von Bakterien, die Bodenproben zugemischt worden
sind, wurden daraufhin nicht durchgeführt.
5.1.2.8 Konstitutiv exprimierende GFP Mutanten von Ralstonia eutropha
Es wurden insgesamt 6 Konjugationen durchgeführt, wobei im Mittel jeweils
etwa 100 grün fluoreszierende Kolonien auf dem Filter sichtbar waren. Die
Transkonjugationshäufigkeit betrug bei 108 eingesetzten Rezipientenzellen damit
10-6. Von jedem Filter wurden die 10 intensivst fluoreszierenden Klone, nachdem
ihre Ampicillin-Sensitivität überprüft war, in Flüssigmedium 461 überimpft,
welches 50 mg/l 2,4-DCP enthielt. Keiner der untersuchten Klone war in der
Lage, 2,4-DCP abzubauen oder darauf als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle
zu wachsen. Die Kultivierung nach der „Braunschweiger Methode“, siehe Kap.
4.2.2, führte ebenfalls nicht zum Erfolg.
5.1.3 Zusammenfassender Vergleich aller getesteten Total Count
Farbstoffe und Methoden
In Tab. 17 sind alle getesteten Total Count Farbstoffe und Methoden im
Vergleich aufgelistet. Nur beim Total SYTOX Count ist eine Erfassung in
Gegenwart von Tonmineral und anderen Bodenkomponenten möglich. Sowohl
der Farbstoff SYBR als auch die Antikörpermarkierung sind nur bedingt tauglich
für eine Differenzierung zwischen Bakterien und Tonmineralen. Erfaßbar ist in
beiden Fällen nur ein Teil der Zellen. Bei der Färbung mit SYBR werden nur frei
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suspendierte Bakterien eindeutig erfaßt, bei der Antikörpermarkierung sind dies
nur stoffwechselaktive Zellen, die sich morphologisch von den Tonmineralen
abheben. Alle anderen Farbstoffe bzw. Methoden waren nicht geeignet,
zwischen Bakterien und Bodenkomponenten im fluoreszenzmikroskopischen Bild
zu differenzieren.
Tab. 17 Zusammenfassender Vergleich aller getesteten Total Count Farbstoffe bezüglich der
Differenzierbarkeit zwischen Bakterien und Bodenkomponenten im fluoreszenzmikroskopischen
Bild
Farbstoff bzw.
Methode
Erfassung in Gegen-
wart von Tonmineral
Erfassung in
Bodenproben
Unterscheidungs-
merkmal
Total SYTOX Count Quantitative
Wiederfindung
Quantitative
Wiederfindung
Colorimetrisch
Total AO Count nicht ausreichend nicht ausreichend Colorimetrisch
Total DAPI Count nicht ausreichend Nur zugemischte
Zellen erfaßbar
Densitometrisch
Total SYTO Count nicht ausreichend Nicht getestet Densitometrisch
Total SYBR Count Nur bedingt möglich Nur suspendierte
Zellen erfaßbar
Colorimetrisch,
Densitometrisch
Fluoreszenzmarkierte
Lectine
nicht ausreichend nicht getestet Densitometrisch
Fluoreszenzmarkierte
Antikörper
Nur bedingt möglich nicht getestet Densitometrisch
5.1.4 Bestimmung bakterieller Zelldichten und Aktivität
Alle zuvor beschriebenen Methoden bezwecken die Bestimmung der Bakterien-
konzentrationen aufgrund der Anzahl je Probe. Die Anzahl allein enthält jedoch
keine Informationen darüber, ob sich die Organismen in einem aktiven oder
inaktiven physiologischen Zustand befinden. Die Bestimmung der spezifischen
Aktivität von Bakterien mittels fluoreszenzmikroskopischer Methoden ist neben
der Bestimmung der Gesamtzelldichte die wichtigste Größe, um das
metabolische Potential einer Population oder Biozönose bzw. von Aktivitäts-
änderungen bewerten zu können. Es sind somit Farbstoffe und Methoden zur
Erfassung der spezifischen Aktivität mit dem Total SYTOX Count zu
kombinieren. In den folgenden Unterkapiteln werden solche Farbstoffe und
Methoden untereinander verglichen.
5.1.4.1 Fluorescence in situ Hybridisation (FISH)
16S-rRNS Sonden wurden bisher überwiegend für Diversitätsuntersuchungen in
Umweltproben eingesetzt [AMANN et al., 1995; AMANN et al., 1996; LLOBET-
BROSSA et al., 1998; SNAIDR et al., 1997], jedoch kann die FISH-Technik (vgl.
Kap. 4.4.5) auch für die in situ Bestimmung der bakteriellen Aktivität heran-
gezogen werden.
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Der RNS Gehalt von Bakterien wurde in der Literatur bereits oft mit der Wachs-
tumsrate der Organismen korreliert und RNS/DNS Verhältnisse als Maß für eine
physiologische Aktivität herangezogen [KJELDGAARD and KURLAND, 1963;
NEIDHARDT and MAGASANIK, 1959; ROSSET et al., 1966]. Die Verwendbarkeit der
Fluorescence in situ Hybridisation mittels 16S-rRNS Sonden zur Aktivitätsbestim-
mung von Bakterien wurde in der Literatur bereits mehrfach beschrieben
[ALFREIDER et al., 1996; BOYE et al., 1995; KERKHOF and WARD, 1993; ODA et al,
2000; POULSEN et al., 1993; SNAIDR, 1997].
ODA et al. (2000) zeigten eine Korrelation zwischen dem Anteil hybridisierter
Zellen und dem RNS-Gehalt von Rhodopseudomonas palustris. Wie FEGATELLA et.
al. (2000) fanden, nahm der Ribosomengehalt von Sphingomonas-Zellen mit der
Dauer eines Hungerstresses ab. Da die FISH-Technik eine hohe RNS-Kopiezahl
und damit Ribosomenzahl voraussetzt, um ein ausreichend starkes Sondensignal
zu erhalten und eine Korrelation zwischen der Aktivität der bakteriellen
Gemeinschaft und der Menge der bakteriellen Ribosomen besteht [FELSKE et. al.,
2000], ergibt sich die Möglichkeit, die Aktivität bekannter Species, dargestellt
mittels Gruppen- oder artspezifischer Sonden, über das Sondensignal zu
bestimmen.
Dann jedoch ist es notwendig, diese Technik mit einem Protokoll für die
Gesamtzellerfassung zu kombinieren, um neben dem Aktivitätsmuster auch die
Zahlen für die Anteile der aktiven Florenanteile erfassen zu können. Die
Erfassung und Klassifizierung aktiver Florenanteile mittels universeller
Eubakteriensonden ist allerdings nur für Reinkulturen sinnvoll, da Signalstärke
und physiologischer Zustand für jede Gattung oder Art individuell korreliert sein
können und die Nachweisgrenze für die FISH ebenfalls Gattungs- und Art-
abhängig sein kann. FEGATELLA et. al. (1998) zeigten im übrigen, daß die
Regulation des Ribosomengehaltes in oligotrophen Ultramikrobakterien sich
deutlich von den entsprechenden Charakteristika schnell wachsender hetero-
tropher Bakterien unterscheiden.
5.1.4.1.1 Kombinationsmöglichkeiten von SYTOX GREEN mit Farbstoffen für
16S-rRNS Sonden, Grenzen vorhandener Systeme
Der Total SYTOX Count hatte sich als zuverlässige Methode für die Erfassung
der Gesamtzelldichte in heterogenen Probenmaterialien erwiesen (Kap. 5.1.2.1)
und sollte nun mit der FISH Technik für die gleichzeitige Erfassung der
bakteriellen Aktivität kombiniert werden. Hierfür war es notwendig, die
gegenseitige Beeinflussung beider Signale zu untersuchen. Von besonderer
Bedeutung war dabei die eventuelle Überlagerung der Signale.
Sowohl Zellen von Pseudomonas fluorescens aus der logarithmischen Wachs-
tumsphase, als auch Zellen, welche einem Kohlenstoff- und Energiemangel von
1176 Stunden ausgesetzt waren, wurden mit 16S-rRNS Sonden, an welche
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gebunden waren (siehe Tab. 18), hybridisiert.
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Die Fluoreszenzintensität der Sonden bei beiden Wachstumszuständen wurde
gemessen und mit der Fluoreszenzintensität von SYTOX GREEN bei gleicher
Anregungswellenlänge verglichen, um den möglichen Crosstalk zu erfassen.
Tab. 18 Verhältnis der Signalstärke von 16S-rRNS Sonden zu der Signalstärke von SYTOX
GREEN bei verschiedenen Wachstumszuständen der hybridisierten Zellen von Pseudomonas
fluorescens
Angekoppelter
Farbstoff
Sondentyp Verhältnis der Signal-
stärke Sonde zu SYTOX
GREEN in der LOG-
Phase27
Verhältnis der Signal-
stärke Sonde zu SYTOX
GREEN in der späten
STAT-Phase
Edans Molecular
Beacon
0,4 0,02
Coumarin Molecular
Beacon
0,3 0,05
Eosine Molecular
Beacon
1 0,1
TAMRA Molecular
Beacon
5 0,2
Texas Red Molecular
Beacon
10 0,5
Cy 3 lineare
Sonde
6 0,1
Texas Red28 lineare
Sonde
10 0,5
Tab. 18 zeigt, daß das Verhältnis der Signalstärke des Sondensignals zu dem
SYTOX GREEN Signal nur für rote Farbstoffe bei logarithmisch wachsenden
Zellen, ausreichend hoch (>> 1) ist, um das Sondensignal noch getrennt
erfassen zu können. Für gehungerte Zellen war das Verhältnis zu gering, als daß
das Sondensignal vor dem Hintergrund des SYTOX Signals noch hätte isoliert
erfaßt werden können.
Untersuchungen des Blau-Kanals bei Edans, Coumarin und Eosine zeigten, daß
SYTOX GREEN ebenfalls eine Rest-Blaufluoreszenz besaß, welche das
Sondensignal überdeckte.
Sogenannte Deep Red Farbstoffe wie Cy 5x mit Emissionswellenlängen > 650
nm sollten zu keinem Crosstalk führen und somit auch nicht von dem
Fluoreszenzsignal des SYTOX GREEN überlagert werden können.
Da das zur Verfügung stehende Fluoreszenzmikroskop keinen optischen Filtersatz
für Cy 5, Cy 5.5 oder Cy 7 besaß, wurden die entsprechenden Untersuchungen
                                   
27 Die Signalstärke des jeweiligen Fluoreszenzsignals wurde als Produkt aus Belichtungszeit und
relativer Fluoreszenzintensität errechnet. Absolute Zahlen wurden nicht angegeben, weil die
Korrelation zwischen Belichtungszeit und relativer Fluoreszenzintensität nicht bestimmt wurde.
28 Die Dauer des Kohlenstoff- und Energiemangels betrug bei diesem Versuch 1008 Stunden.
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an einem konfokalen Laserscanning Mikroskop mit integriertem Spek-
trofluorometer der Firma Leica durchgeführt. Damit war es möglich, SYTOX
GREEN mit Wellenlängen > 600 nm anzuregen. In Tab. 19 ist die Fluoreszenz-
signalstärke von SYTOX GREEN bei verschiedenen Anregungswellenlängen
dargestellt.
Tab. 19 Fluoreszenzsignalstärke von SYTOX GREEN bei verschiedenen Anregungswellenlängen
Anregungs-
wellenlänge [nm]
Emissionsfenster
[nm]
Farbstoff-
charakteristik
äquivalent zu
Signalstärke, normiert auf
Ex. bei 488 nm [%]
48829 510-530 SYTOX GREEN 100
54330 570-700 Cy 3 21
5943 615-700 Texas Red 8
6473 670-700 Cy 5 0
6763 695-730 Cy 5.5 0
Während die unspezifische Fluoreszenz von SYTOX GREEN die spezifische Fluo-
reszenz von Texas Red bei Anregung mit 594 nm noch überlagerte, war bei An-
regungswellenlängen > 650 nm keine Restfluoreszenz von SYTOX GREEN mehr
zu erkennen. Die Signalstärken waren direkt vergleichbar, da stets die gleiche
„Belichtungszeit“ gewählt worden war. Die Auflösung des Photomultipliers
betrug 12 Bit, Anpassungen der Belichtungszeit waren aufgrund der Bandbreite
des Photomultipliers nicht notwendig. Verschiedene Aufnahmen konnten direkt
miteinander verglichen werden ohne vorhergehende Normierung der Intensitäten,
wie es z.B. bei Verwendung einer Kamera mit 8 Bit Auflösung notwendig
gewesen wäre.
Die Einschränkung auf SYTOX GREEN als einzig verwendbarem Farbstoff für die
Gesamtzellerfassung in Gegenwart von komplexen Matrices schließt (an 16S-
rRNS Sonden gekoppelte) Farbstoffe mit Anregungswellenlängen < 650 nm aus.
Farbstoffe wie Cy 531, Cy 5.532 oder Cy 733 würden, gekoppelt an 16S-rRNS
Sonden, in Kombination mit SYTOX GREEN eine Gesamtzellerfassung bei gleich-
zeitiger Bestimmung der spezifischen Aktivität und/oder der Zuordnung zu einer
phylogenetischen Gruppe erlauben. Das Emissionslicht dieser sogenannten deep
red Farbstoffe kann mittels üblicher CCD-Kameras erfaßt werden. Das Fluores-
zenzlicht von Cy 5 und Cy 5.5 könnte noch mit dem menschlichen Auge be-
trachtet werden, für die Betrachtung der Cy 7 Fluoreszenz bedarf es hingegen
elektronischer Hilfsmittel.
                                   
29 Argon/Krypton Laser
30 Helium/Neon Laser
31 Anregung bei 649 nm, Fluoreszenz bei 670 nm
32 Anregung bei 675 nm, Fluoreszenz bei 694 nm
33 Anregung bei 743 nm, Fluoreszenz bei 767 nm, alle Angaben nach Omega Optical, Inc.,
www.omegafilters.com
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5.1.4.1.2 Quantifizierung des RNS Gehaltes von Zellen unterschiedlichen
Wachstumszustandes und Korrelation mit dem Fluoreszenzsignal von
16S-rRNS Sonden
Am Beispiel von Pseudomonas fluorescens wurde gezeigt, daß die RNS einen
„natürlichen Verstärker“ für FISH darstellt, und demnach jede34 Bindung
zwischen Gensonde und rRNS einen Indikator für den RNS-Gehalt wiederspiegelt.
Der RNS Gehalt sank über einen Zeitraum von 1263 h, in dem die Zellen einem
Kohlenstoff- und Energiemangel ausgesetzt waren, von 70 fg/Zelle auf 0,54
fg/Zelle ab. Die Fluoreszenzintensität nahm im gleichen Verhältnis ab. Zum
zeitlichen Verlauf der kumulierten Fluoreszenzintensität und des RNS-Gehaltes
siehe Abb. 61, Kap. 6.3.1.
5.1.4.1.3 Erfassung der spezifischen Aktivität von Pseudomonas putida mittels
16S-rRNS Sonden in Gegenwart von reinem und tensidmodifiziertem
Tonmineral
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse zeigte sich, daß FISH für eine Aktivitäts-
färbung von Bakterien geeignet war. Es wäre eine Erfassung der spezifischen
Aktivität von Pseudomonas putida mittels 16S-rRNS-Sonden in Gegenwart von
Tonmineral möglich gewesen. Jedoch wurde ein Kontrastfarbstoff benötigt, weil
16S-rRNS Sonden auch Tonminerale stark anfärbten. SYTOX GREEN wäre als
Kontrastfarbstoff geeignet, war aber aufgrund des Crosstalks mit dem
Fluoreszenzsignal der eingesetzten Sonde, siehe Kap. 5.1.4.1.1, nicht kompa-
tibel.
5.1.4.1.4 Quantitative Detektion von Pseudomonas putida mittels Molecular
Beacons
Die Molecular Beacons wurden zunächst an reinen Bakteriensuspensionen getes-
tet. Die Qualität des fluoreszenzmikroskopischen Bildes, siehe Abb. 37, ent-
sprach dem von Zellen, welche mit linearen 16S-rRNS-Sonden hybridisiert wor-
den waren. Das Hybridisierungsprotokoll nach STAHL und AMANN (1991) wurde
dabei übernommen.
                                   
34 Es ist hierfür notwendig, Sonde im Überschuß zuzugeben, um alle Bindungsstellen abzu-
sättigen.
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Abb. 37 Fluoreszenzmikroskopisches Bild von Pseudomonas putida, hybridisiert mit Molecular
Beacons. Der angekoppelte Farbstoff war EDANS. Die Kantenlänge des dargestellten Bildaus-
schnittes beträgt 20 x 30 µm.
Die Qualität des fluoreszenzmikroskopischen Bildes von Pseudomonas putida,
hybridisiert mit einem Molecular Beacon, in Gegenwart von Tonmineralen
entsprach ebenfalls denen von Zellen, welche mittels linearer 16S-rRNS Sonden
hybridisiert worden waren (siehe Abb. 38). Das Tonmineral wurde von den
Sonden angefärbt. Eine Differenzierung zwischen Bakterien und Tonmineral war
nur möglich, wenn die Bakterien wuchsen und sich densitometrisch und mor-
phologisch von den Tonmineralen unterschieden. Demzufolge war eine Dif-
ferenzierung ruhender oder dormanter Zellen schwierig. Molecular Beacons
zeigten keine Vorteile gegenüber linearen Sonden.
Abb. 38 Fluoreszenzmikroskopische Bilder von Pseudomonas putida unterschiedlichen physio-
logischen Zustandes, hybridisiert mit linearen 16S-rRNS Sonden in Gegenwart von reinem
Tonmineral. Links Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase, rechts Zellen, welche einem
mehrwöchigen Energie- und Kohlenstoffmangel ausgesetzt waren. Die Kantenlängen der
dargestellten Bildausschnitte betragen 20 x 20 µm.
Hybridisierungen, die mit einem Puffer, wie von TYAGI und KRAMER (1996) be-
schrieben, durchgeführt wurden, ergaben keinerlei Verbesserungen der Bild-
qualität, bzw. des Kontrastes, sondern sogar eine schlechtere Bildqualität. Eine
Variation der Hybridisierungstemperatur von 30-55°C bei beiden verwendeten
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Hybridisierungspuffern ergab ebenfalls keine Verbesserung der Bildqualität. Die
beste Bildqualität erhielt man bei Anwendung des Standardprotokolls von STAHL
und AMANN (1991).
Ansätze auf geschwärzten Polycarbonatfiltern wurden Ansätzen auf Objekträgern
vorgezogen, da durch Wegfallen des Zentrifugationsschrittes auch keine zusätz-
lichen Aggregate aus Bakterien und Tonmineral auftraten. Polycarbonatfilter
konnten nur für Sondenfarbstoffe mit Anregung im UV benutzt werden, weil sie
eine Eigenfluoreszenz bei Anregung im sichtbaren Licht zeigten, welche
insbesondere das Sondensignal gehungerter Zellen infolge der intensiven
Hintergrundfluoreszenz des Filters überdeckte. Für Präparationen mit Sonden-
farbstoffen unter Anregung im sichtbaren Licht wurden Aluminiumoxidfilter
(Whatman) [POSCHEN, 2000; WEINBAUER et al., 1998] benutzt.
5.1.4.2 Erfassung der spezifischen Aktivität von Pseudomonas putida
mittels CTC in Gegenwart von Tonmineral
Die Erfassung der spezifischen Aktivität von Pseudomonas putida mittels CTC in
Gegenwart von Tonmineral war möglich. Es wurde jedoch ein Kontrastfarbstoff
benötigt, um die multiplen Markierungen pro Zelle den einzelnen Zellen
zuzuordnen. In einer CTC positiven Zelle konnten mehrere Kristalle fluoreszieren
[OLTMANNS, 1996; ROHLAND, 1999]. Das reine Zählen der CTF Markierungen
hätte zu einer Überbewertung der aktiven Zellen geführt. Der einzige
Kontrastfarbstoff, welcher hätte eingesetzt werden können, wäre SYBR
gewesen, da die Zellen für eine Markierung zuvor weder hätten fixiert noch
permeabilisiert werden müßen. Letztere Kriterien waren für die CTF-Markierung
notwendig, da nur aktive Zellen CTC zu CTF umsetzen konnten, nicht jedoch
fixierte Zellen. SYBR fluoreszierte bei der gleichen Wellenlänge mit der gleichen
Intensität bei Anregung mit Licht derjenigen Wellenlänge, wie es für die
Anregung von CTF benötigt wurde. Dieser Versatz (Offset) war nicht
kompensierbar. Somit war die Erfassung der spezifischen Aktivität nicht möglich,
da kein passender Kontrastfarbstoff zur Verfügung stand.
5.1.4.3 Überprüfung der Membranintegrität mittels SYTOX GREEN bei
verschiedenen Bakterien
Die Überprüfung der Membranintegrität mittels Fluoreszenzfarbstoffen mit
Abhängigkeiten von Membraneigenschaften kann für die Erfassung metabolisch
inaktiver oder toter Zellen verwendet werden (vgl. auch Kap. 4.4.4.5). Die
anzufärbenden Zellen sollten sich dabei deutlich von den intakten und aktiven
Zellen abheben.
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5.1.4.3.1 Einfluß von PAK auf die Membranintegrität von Pseudomonas putida,
gemessen mittels SYTOX Green Nativ Färbung
Zur Erfassung eines möglichen toxischen Effektes von PAK, welche als einzige
Kohlenstoff- und Energiequelle dem Medium zugesetzt waren, wurde der Fluores-
zenzfarbstoff SYTOX GREEN eingesetzt und die ermittelten Werte mit denen bei
Wachstum mit Glucose verglichen. Eine mögliche Toxizität wäre nach
Herstellerangabe anhand eines erhöhten Anteils SYTOX positiver Zellen
erkennbar gewesen.
Das fluoreszenzmikroskopische Bild von Pseudomonas putida Zellen, welche auf
Naphthalin wuchsen, zeigte alle Zellen angefärbt, siehe Abb. 39, verglichen mit
den entsprechenden Werten des Elzone-Counters. Eine Aussage bezüglich der
Markierung war demzufolge nicht über die Quantität der angefärbten Zellen zu
erzielen, sondern nur über die Intensität der Färbung. Es müßte demnach einen
Schwellenwert für SYTOX positive Zellen geben, einen Nullwert könnte die
Signalstärke einer Glucose-Kultur des gleichen Organismus stellen.
Abb. 39 Pseudomonas putida, angefärbt mittels SYTOX GREEN. Die Kantenlänge des darge-
stellten Bildausschnittes beträgt 30 x 30 µm.
Es wurden infolge zusätzliche Kontrollen mit aktiven Kulturen mit Glucose und
Naphthalin als Substrat angesetzt. Jeweils ein Teil dieser Kulturen wurde ohne
Vorbehandlung zur Färbung eingesetzt, ein anderer Teil wurde durch 10
minütiges Erhitzen abgetötet [LEBARON et al., 1998 (II)]. Ein weiterer Ansatz mit
auf Naphthalin gewachsenen Pseudomonas putida Zellen, welche mit SDS
behandelt wurden, diente als Kontrolle für Zellen mit geschädigten Membranen.
Die mittleren Fluoreszenzintensitäten der verschiedenen Ansätze sind in Abb. 40
dargestellt.
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Abb. 40 Vergleich der relativen mittleren SYTOX GREEN Fluoreszenzintensitäten der Naphthalin-
und Glucose-Ansätze mit P.putida, welche ohne Vorbehandlung gefärbt wurden, die der
hitzegetöteten Bakterien, ebenfalls auf Naphthalin und Glucose angezogen waren und der mit
SDS behandelten Zellen, welche auf Naphthalin gewachsen waren.
Die mit Naphthalin gewachsenen und mit SDS behandelten Zellen, welche mit
SYTOX GREEN gefärbt wurden, zeigten die höchsten mittleren Fluoreszenzinten-
sitäten. Unbehandelte und hitzebehandelte Naphthalin-Kulturen zeigten jeweils
11 und 20 % niedrigere Intensitäten als die Zellen mit geschädigten Membranen.
Die analogen Glucose-Kulturen wiesen jeweils 26 % und 35 % niedrigere Inten-
sitäten als die mit SDS-behandelten Zellen auf. Die Fluoreszenzintensitäten der
nichtbehandelten Kulturen lagen nur wenig unter den Werten der hitzegetöteten
Kulturen. Dies bedeutet für die Praxis, daß der Farbstoff SYTOX Green, entgegen
der Herstellerangabe, keine Unterscheidung zwischen membrangeschädigten und
unbehandelten Zellen von Pseudomonas putida ermöglichte.
5.1.4.3.2 Beurteilung der Membranintegrität von Ralstonia eutropha, nach
SYTOX Green Nativ Färbung
Nachdem die SYTOX GREEN Färbung bei Pseudomonas putida nicht ausreichend
funktionierte, wurde ein weiteres Bakterium auf die Anwendbarkeit der SYTOX
Nativ Färbung untersucht.
Das fluoreszenzmikroskopische Bild von Ralstonia eutropha Zellen, welche auf
2,4-DCP oder auf Fructose wuchsen, zeigte wenige intensiv gefärbte Zellen,
siehe Abb. 41, im Vergleich mit den entsprechenden Werten des Elzone-
Counters. Im Gegensatz zu Zellen von Pseudomonas putida, waren nur wenige
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Zellen einer Kultur von Ralstonia eutropha mit SYTOX GREEN anfärbbar. Dies
entsprach insofern der Erwartung, als daß sich die angefärbten Zellen deutlich
von den Übrigen abhoben.
Abb. 41 Fluoreszenzmikroskopisches Bild von Ralstonia eutropha Zellen, angefärbt mittels
SYTOX GREEN. Im Bildausschnitt liegen etwa 100 Zellen, von denen nur 2 deutlich sichtbar
gefärbt sind. Die Kantenlänge des dargestellten Bildausschnittes beträgt 30 x 30 µm.
Zur Erfassung eines möglichen toxischen Effektes von 2,4-DCP, welches als
einzige Kohlenstoff- und Energiequelle dem Medium zugesetzt war, wurde der
Fluoreszenzfarbstoff SYTOX GREEN eingesetzt und die ermittelten Werte der
Anzahl SYTOX GREEN gefärbter Zellen mit denen für Fructose verglichen, siehe
Abb. 42. Der Anteil SYTOX positiver Zellen wurde aus der Zellzahl Elzone
Counter und Zellzahl Bildverarbeitung errechnet.
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Abb. 42 Anteil membrangeschädigter Zellen an der Gesamtzelldichte von Ralstonia eutropha,
angefärbt mittels SYTOX GREEN
Der Anteil membrangeschädigter Zellen an der Gesamtzelldichte lag für die
beiden verwendeten Substrate unter 2 %. Da der Wert für 2,4-DCP noch unter
dem Wert für Fructose lag, konnte davon ausgegangen werden, daß kein
membranschädigender Effekt, welcher sich mittels der SYTOX GREEN Nativ
Färbung erfassen ließ, von 2,4-DCP ausging.
5.1.4.3.3 Fluoreszenzmikroskopische Charakterisierung verschiedener Bakterien
nach SYTOX Nativ Färbung
Um die grundsätzliche Verwendbarkeit der Nativ Färbung mit SYTOX GREEN zu
überprüfen, wurden Aliquote verschiedener Bakterien sowohl mittels Elzone-
Counter als auch mittels Total SYTOX Count und digitaler Bildverarbeitung ge-
zählt. Durch den Einsatz des Beaconpuffers (siehe Kap. 4.4.4.5) sollten die
Zellen permeabilisiert werden. Ein Vergleich der Zelldichte mittels Elzone-Counter
mit der Zelldichte mittels Total SYTOX Count und digitaler Bildverarbeitung sollte
den Anteil permeabilisierbarer Zellen für verschiedene Bakterien aufzeigen. Als
Referenz wurden die entsprechenden Werte für Pseudomonas fluorescens (siehe
Kap. 5.1.2.1.1) zu Grunde gelegt. Pseudomonas fluorescens eignete sich in
diesem Fall als Referenz, da das Bakterium in keinem Wachstumszustand zu
verstärkter Aggregation neigte und sich seine Zelldichte gut mittels Elzone-
Counter einstellen ließ. Diese Überprüfung war notwendig, weil bei den
nachfolgend dargestellten Versuchen native Zellen mit permeabilisierten Zellen
als internem Standard vermischt wurden. Die verwendeten Bakterien und deren
Wiederfindung sind in Tab. 20 dargestellt.
Ergebnisse
                                                                                                                               
107
Tab. 20 Bestimmung der Permeabilisierbarkeit verschiedener Bakterien mittels des Total SYTOX
Count, gemessen als Wiederfindung im Vergleich zum Elzone-Counter
Bakterium Wiederfindung [%] STDD [%] Anzahl Parallelen/Bilder je
Parallele
P.fluorescens 85 27 12/30
B.subtilis 80,5 33 4/30
P.putida 87,3 nicht bestimmt 2/20
R.eutropha35 76,7 42 4/30
E.coli S17-1lpir
pAG40836
83,1 36 3/20
Wie aus Tab. 20 ersichtlich, ließen sich alle verwendeten Bakterien mit der
Prozedur des Total SYTOX Counts permeabilisieren, da die Wiederfindung im
Mittel > 80 % war. Folglich sollten permeabilisierte Zellen als interner Standart
für die im folgenden beschriebenen Versuche genutzt werden können.
Hierzu wurden zunächst native Zellen verschiedener Bakterien mit der gleichen
Anzahl permeabilisierter Zellen gemischt und mittels SYTOX GREEN angefärbt.
Erwartet wurde eine Wiederfindung kleiner oder gleich 100 %. Die Wieder-
findung der zugemischten, permeabilisierten Zellen ist in Tab. 21 dargestellt.
Tab. 21 Wiederfindung zugemischter permeabilisierter Zellen zu nativen Zellen, ermittelt nach
Nativ Färbung mit SYTOX GREEN
Bakterium Wiederfindung [%] STDD [%] Parallelen/Bilder je
Parallele
P.fluorescens 174,3 32 3/30
B.subtilis 117,4 24,6 2/30
P.putida 182,8 nicht bestimmt 2/20
R.eutropha 112,4 17,1 3/30
E.coli S17-1lpir
pAG408
109,4 19,8 2/30
Die Wiederfindung zugemischter permeabilisierter Zellen zu nativen Zellen für die
Organismen B.subtilis, R.eutropha und E.coli S17-1lpir pAG408 entsprach
zumeist der Anzahl der zugemischten Zellen. Für Bakterien der Gattung
Pseudomonas lag die Wiederfindung weit über der Anzahl der zugemischten,
permeabilisierten Zellen. Dies bedeutete in diesem Fall, daß auch eine große
Anzahl nativer Zellen so intensiv angefärbt wurde, daß sie detektierbar waren.
Für die anderen untersuchten Bakterien traf dies nicht zu, hier wurde nur eine
geringe Menge an nativen Zellen so stark angefärbt, daß sie detektierbar waren.
ROTH et al. (1997) unterschieden SYTOX GREEN positive Zellen von SYTOX
                                   
35 Ralstonia eutropha neigte in Phasen des Wachstums zu verstärkter Aggregation, was sich in
der verhältnismäßig schlechten Wiederfindung und der hohen Standardabweichung niederschlug.
36 Statt mittels Elzone Counters wurde die Zelldichte durch OD280 eingestellt, weil der gentech-
nisch veränderte Organismus nicht außerhalb der S1 Laboratorien untersucht werden durfte. Für
die Korrelation Elzone-Counter zu OD280 wurde der entsprechende Wert für P. fluorescens über-
nommen.
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GREEN negativen Zellen anhand einer 10 fach höhere Fluoreszenzintensität der
ersteren. Die Autoren gaben für Zellen von B.cereus, E.coli und S.aureus an, daß
sich lebende von Alkohol-getöteten Zellen reproduzierbar trennen ließen. Die
Ergebnisse mit toten, permealisierten B.subtilis, R.eutropha und E.coli S17-1lpir
pAG408 Zellen bestätigten diese Aussage. Im fluoreszenzmikroskopischen Bild
der letztgenannten Bakterien waren SYTOX GREEN positive Zellen als intensiv
grün fluoreszierende Zellen zu erkennen, während die SYTOX GREEN negativen
Zellen als schwach angefärbte Objekte mit teilweise nicht erkennbarer
Zellstruktur sichtbar waren, siehe Abb. 41.
Bakterien der Gattung Pseudomonas zeigten im fluoreszenzmikroskopischen Bild
keine diskrete Auftrennung in SYTOX GREEN positive/negative Zellen. Vielmehr
waren alle Zellen angefärbt. Für Pseudomonas fluorescens und Pseudomonas
putida war die SYTOX GREEN Nativ Färbung somit nicht geeignet, da keine Dif-
ferenzierung zwischen lebenden und toten Zellen anhand der Intensität der
Fluoreszenzfärbung möglich war.
5.1.5 Optimierung der Zellerfassung in Bodenaufschlämmungen
Der in dieser Arbeit entwickelte Total SYTOX Count eignete sich nicht nur zur
quantitativen Erfassung von Bakterien in Tonmineralsuspensionen
(Kap.5.1.2.1.2), sondern auch zur quantitativen Erfassung von Bakterien in
Bodenproben. Präparationen von Bodenproben waren aufgrund der Heterogenität
im Vergleich zu reinen Tonmineralsuspensionen aufwendiger und verlangten
zusätzliche Präparationsschritte. Das Verfahren der Präparation beeinflußt direkt
die Menge der zählbaren Zellen. Der Einfluß dieser zusätzlichen Präparations-
schritte auf die Menge der zählbaren Zellen wird im folgenden beschrieben. Bei
allen Versuchen zur Optimierung der zählbaren Zellen wurde der Total SYTOX
Count eingesetzt.
Für die Präparation von Bodenproben werden generell zwei maßgebliche Verfahr-
ensschritte in der Literatur beschrieben [KEPNER and PRATT, 1994]. Diese Schritte
gingen dann auch in gängige Methodenbücher ein [ALEF, 1995] :
1) Fixierung der Probe
Die Fixierung geschieht meist durch Zugabe von 4 %iger Paraformaldehydlösung
zu zuvor aufgeschlämmen Bodenproben. Die Fixierung soll die Zellen
unempfindlicher gegenüber mechanischer Belastung machen, um Defekte
während der weiteren Aufarbeitungsschritte zu verhindern. In den Zellen werden
durch den Formaldehyd Proteine vernetzt  und Enzyme inaktiviert. Die Zelle ist
nach der Behandlung tot und vor dem Abbau durch enzymatische Aktivitäten
geschützt.
Die vollständige Durchführung der Fixierung bedingt auch die Entfernung des
Fixatives, da es die spätere Färbung stört. Die Entfernung des Fixatives kann
entweder durch einen Zentrifugations - oder Filtrationsschritt geschehen. Zentri-
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fugationschritte erwiesen sich bei allen untersuchten Systemen als ungeeignet,
weil dadurch Aggregate von Tonmineralen, bzw. Bodenpartikeln und Bakterien
entstehen, welche in weiteren Schritten später wieder disaggregiert werden
müssen. Bei Suspensionen von Bakterien und tensidmodifizierten Tonmineralen
war es unmöglich, diese Aggregate wieder aufzulösen. Die Verwendung des
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR zur Gesamtzellerfassung in Bodenproben machte es
nicht notwendig, die Bodenprobe zu fixieren, eine Membranpermeabilisierung wie
für den Total SYTOX Count notwendig, entfiel hierbei. Die Anfärbung mittels
DAPI und AO benötigte ebenfalls keine vorhergehende Fixierung.
2) Ablösung der Bakterien von Bodenpartikeln
RIIS et al. (1998) hatten ausführlich darüber referiert, wie Bakterien und andere
Mikroorganismen von Bodenpartikeln zu trennen wären. Die als optimal
beschriebene Methodik mit mehrfachen Zentrifugations- und Resuspensions-
schritten wäre jedoch viel zu zeitaufwendig und der Verlust an zählbaren Zellen
durch wiederholte Zentrifugations- und Resuspensionsschritte vermutlich groß.
Die Ablösung der Zellen von den Bodenpartikeln geschah mittels geeigneter
Suspensionslösungen (Kap. 5.1.5.1) und einer Ultraschallbehandlung (Kap.
5.1.5.3). Die Ablösung der Bakterien von den Partikeln war bei Verwendung des
Total SYTOX Counts in Verbindung mit einem CLSM unnötig, da mit diesem
Färbungsprotokoll eine vollständige Differenzierung zwischen Bakterien und
Bodenpartikeln sowie Bakterien auf der Oberfläche von Partikeln möglich war
und alle zählbaren Zellen erfasst werden konnten (vgl. Kap. 5.1.2.1.5 und Kap.
5.1.2.1.6).
5.1.5.1 Einfluß der Aufschlämmungslösung
In einem Übersichtsartikel von KEPNER et al. (1994) wurden die Methoden für die
Aufschlämmung von Bodenproben zur Bestimmung der Bakterien-Zelldichte
kritisch dargestellt. Dabei sind die am häufigsten verwendeten Auf-
schlämmungslösungen Ringerlösung, PBS-Puffer mit pH = 7,0 und 0,01 M
Natriumpyrophosphat (NaPP).
Die Effizienz dieser drei Aufschlämmungslösungen wurde einem direkten
Vergleich unterzogen. Mit jedem Medium wurden jeweils 6 Parallelen angesetzt
und je 30 Bilder mittels digitaler Bildverarbeitung ausgewertet. Der verwendete
Boden war der huminstoffreiche Stolberger Boden, Kap. 4.6.1.1. Die
Inkubationszeit der Bodenprobe in der Aufschlämmung betrug eine ½ Stunde. In
Abb. 43 ist die Menge an zählbaren Bakterien in den Bodenaufschlämmungen für
die verschiedenen Aufschlämmungslösung dargestellt. Eine Erhöhung der
Inkubationszeit auf eine Stunde erbrachte keine Erhöhung der Menge an
zählbaren Zellen. Inkubationszeiten von mehr als zwei Stunden wurden nicht
eingestellt, um einen möglichen Wachstumseffekt bei den Ergebnissen zu
vermeiden.
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Abb. 43 Vergleich der Menge an zählbaren Bakterien in den Bodenaufschlämmungen für die
verschiedenen Aufschlämmungslösung
Die Menge an zählbaren Bakterien war mit dem Aufschlämmungslösung NaPP am
größten. Das Mittel (6 Parallelversuche) der Standardabweichung für eine Serie
von 30 Bildern betrug für NaPP nur 27 % gegenüber PBS mit 42 % und Ringer
mit 43 %. Deshalb wurde für alle weiteren Versuche 0,01 M NaPP als
Aufschlämmungslösung verwendet.
5.1.5.2 Einfluß der Sedimentationszeit auf die Menge der zählbaren
Bakterien
Große Partikel in der Aufschlämmung führten bei der sofortigen Probenahme sehr
oft zur Verstopfung der Spritze, so daß eine Sedimentation dieser Partikel not-
wendigerweise vorab erfolgte. Partikel der Größe über 1 mm waren unter dem
Mikroskop weder auswertbar noch waren sie präparierbar, da das Deckglas nicht
plan auf die Probe aufgebracht werden konnte. In Tab. 22 ist die Menge an
zählbaren Zellen für die verschiedenen Sedimentationszeiten dargestellt.
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Tab. 22 Die Abhängigkeit der Menge an zählbaren Zellen von verschiedenen Sedi-
mentationszeiten
Sedimentationszeit Zelldichte [1/g Boden] STDD [1/g Boden]
keine 1,32 x 109 +/- 5,34 x 108
10 s 1,14 x 109 +/- 6,38 x 108
1 h 6,38 x 108 +/- 2,40 x 108
Eine Probenahme nach 10 s Sedimentationszeit hat nur geringe Verluste der Zell-
dichte zur Folge, jedoch wird sowohl die Probenahme als auch die spätere
Präparation der Probe dadurch handhabbarer. Für alle weiteren Versuche wurde
eine Sedimentationszeit der Aufschlämmung von genau 10 s eingehalten.
5.1.5.3 Überprüfung der Notwendigkeit einer Ultraschallbehandlung der
Aufschlämmung
Die Ultraschallbehandlung nach Aufschlämmung und Fixierung der Probe wird
neben der Ultraturraxbehandlung am häufigsten angewendet. Da kein Ultraturrax
zur Verfügung stand, fiel die Entscheidung zugunsten einer Ultraschallbehand-
lung. In Tab. 23 ist die Menge der zählbaren Zellen mit/ohne Ultra-
schallbehandlung dargestellt. Der Zugewinn an zählbaren Zellen durch die Ultra-
schallbehandlung ist zwar meßbar, jedoch liegt er im Bereich der Standard-
abweichung.
Tab. 23 Menge der zählbaren Zellen in der Bodenprobe mit und ohne Ultraschallbehandlung
Zelldichte Kontrolle
[1/g Boden]
STDD Kontrolle
[1/g Boden]
Zelldichte
Ultraschall
[1/g Boden]
STDD Ultraschall
[1/g Boden]
6,12 x 108 +/- 2,44 x 108 7,14 x 108 +/- 2,74 x 108
Trotzdem wurde die Ultraschallbehandlung routinemäßig eingesetzt. Der Grund
lag in der gesteigerten Qualität der fluoreszenzmikroskopischen Bilder. Durch die
Ultraschallbehandlung wurden viele große Bodenaggregate zerkleinert. Dadurch
lag das Deckglas ebenmäßig auf dem Präparat auf, und es waren weniger
unscharfe Regionen auf dem Filter sichtbar.
Für den Stolberger Boden wurde nach der Ultraschallbehandlung eine mittlere
autochthone Zelldichte von 9,24 x 108 [1/g Boden] +/- 1,82 x 108 [1/g Boden]
in 16 Parallelen ermittelt. Für den Kaldenkirchner Boden wurde eine mittlere
autochthone Zelldichte von 5,55 x 108 [1/g Boden] +/- 2,22 x 108 [1/g Boden]
in 14 Parallelen ermittelt.
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5.2 Untersuchungen zu Wechselwirkungen von Bak-
terien, PAK und Tonmineralien
5.2.1 Physikochemische Untersuchungen zur Bindung von
Phenanthren an Tonmineralien
Die physikochemischen Untersuchungen zur Bindung von Phenanthren an Ton-
mineralen dienten zur Überprüfung der Arbeitshypothese, daß PAK an reinen
Tonmineralen binden und Tonminerale somit eine natürliche Senke für diese
Schadstoffklasse in Böden darstellen könnten. Dabei sollte auch untersucht
werden, inwieweit organische Verunreinigungen der Tonminerale eine mögliche
Bindung von PAK beeinflussen könnten.
5.2.1.1 Nachweisgrenzen der eingesetzten Methoden zur Phenanthren-
Bestimmung
Die Nachweisgrenze für Phenanthren in den Adsorptionsansätzen lag bei 0,1
µg/l, gemessen mit dem Fluoreszenzphotometer, siehe Abb. 44, und für die
verwendete RP-HPLC Technik bei 1 µg/l, siehe Abb. 45. Gemessen wurde
routinemäßig mittels Fluoreszenzphotometer. Die RP-HPLC diente nur der regel-
mäßigen Überprüfung der ermittelten Werte des Fluoreszenzphotometers, da
eventuell entstehende Metabolite mittels Fluoreszenzphotometer nicht erfaßbar
waren.
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Abb. 44 Eichgerade Phenanthren in Brunner-Medium, gemessen mittels Fluoreszenzphotometer,
Anregung bei 251 nm
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Abb. 45 Kalibrierung der Phenanthrenbestimmung in Brunner-Medium, gemessen mittels RP-
HPLC und Fluoreszenzdetektor
5.2.1.2 Bindung von Phenanthren an Ca-Bentonit (Fa. Süd-Chemie)
Der verwendete Ca-Bentonit war ein Naturprodukt. Phenanthren adsorbierte in
Brunner-Medium nach einem linearen Zusammenhang an ungereinigtem Ca-
Bentonit, siehe Abb. 46. Die Adsorptionsisotherme unter gleichen Bedingungen
in Wasser statt in Brunner-Medium zeigte keinen linearen Verlauf. 100 mg/l Ca-
Bentonit, in Brunner-Medium suspendiert, adsorbierten 900 µg/l Phenanthren,
was der maximalen Wasserlöslichkeit von Phenanthren entsprach. Das Ca-
Bentonit konnte also in einer nahezu gesättigten Phenanthrenlösung alles
Phenanthren adsorbieren. Hingegen adsorbierten 100 mg/l Ca-Bentonit, in
Wasser suspendiert, unter gleichen Versuchsbedingungen weniger als 1 µg/l
Phenanthren. Die Werte innerhalb der Parallelen der Versuchsansätze wichen
weniger als 5 % untereinander ab, weshalb keine Fehlerbalken in die Isothermen
eingezeichnet wurden.
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Abb. 46 Adsorptionsisotherme von Phenanthren an Ca-Bentonit in Brunnermedium bei 25°C
Im Vergleich zur Bindungskapazität von Ca-Bentonit in Brunner-Medium war die
Bindungskapazität in Wasser für Phenanthren << 1 µg/l. Dieser Mediumeffekt
war bedeutsam, da sich die Zusammensetzung des Mediums während eines
Wachstumsversuches ändern konnte. Ca-Bentonit hatte als Adsorbens den
Nachteil, daß er organische Verunreinigungen besaß, welche mit den Medium-
komponenten Wechselwirkungen eingehen konnten. Ca-Bentonit wurde
daraufhin zu Na-Montmorillonit aufgearbeitet (siehe Kap. 4.6.1.2.1) und die
Verunreinigungen damit entfernt.
5.2.1.3 Bindung von Phenanthren an Na-Montmorillonit
Die Bindung von Phenanthren an Na-Montmorillonit war so gering, daß mit der
angewendeten Analytik keine eindeutige Adsorption festgestellt werden konnte.
Dies galt sowohl für die Bestimmung der Isothermen in Wasser als auch in
Brunnermedium.
Die Werte für die Adsorption von Phenanthren an Na-Montmorillonit in Wasser
wie in Brunnermedium lagen in der gleichen Größenordnung wie die Werte für die
Adsorption von Phenanthren an Ca-Bentonit in Wasser. Die Bindungskapazität für
Phenanthren ging demzufolge nicht von dem reinen Tonmineral aus, sondern von
ihm anhaftenden organischen Material, welches bei der Aufreinigung von Ca-
Bentonit zu Na-Montmorillonit entfernt werden konnte.
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5.2.1.4 Bindung von Phenanthren an Dodecyltrimethylammonium-
Montmorillonit (DTA-MM)
Um die Aussage zu verifizieren, daß Phenanthren nur an den organischen
Anhaftungen des Na-Montmorillonits bindet und nicht an dem reinen Tonmineral
selbst, wurde der zuvor von organischen Anhaftungen befreite Na-Montmorillonit
definiert mit einer organischen Schicht belegt. Es handelte sich dabei um eine
Modifizierung der Oberfläche des Na-Montmorillonits mit dem Kationtensid
Dodecyltrimethylammoniumbromid (DTAB).
Die Adsorption von Phenanthren an DTA-Montmorillonit zeigte einen linearen
Verlauf und die Absolutwerte für die Isotherme in Wasser unterschieden sich
kaum von den Absolutwerten für die Isotherme in Brunnermedium (Abb. 47 und
Abb. 48). 100 mg/l DTA-MM konnten in einer nahezu gesättigten
Phenanthrenlösung 3,5 µg/l Phenanthren binden, wobei noch über 890 µg/l frei
in Lösung vorlagen. Erst bei mehr als der hundertfachen DTA-MM Konzentration
würde sich demnach ein Verhältnis von gebundenem zu freiem Phenanthren ein-
stellen, welches für Adsorptionsuntersuchungen sinnvoll wäre. Suspensions-
konzentrationen von 10 g/l wären aber seitens der Nachweistechnik für die ab-
bauenden Bakterien nicht mehr untersuchbar, da Verdeckungseffekte der
Tonminerale eine Erfassung der Bakterien unmöglich machen würden. Eine
Verdünnung der Suspension war nicht möglich, da sonst im Bildausschnitt nicht
genügend Zellen für eine Auswertung sichtbar gewesen wären.
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Abb. 47 Adsorptionsisotherme von Phenanthren an DTA-MM in Brunnermedium bei 25°C
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Abb. 48 Adsorpionsisotherme von Phenanthren an DTA-MM in Wasser bei 25°C
Die Werte für die Adsorption von Phenanthren an reinen Tonmineralen lagen im
Bereich der Meßungenauigkeit der verwendeten Methode und waren für biolo-
gische Systeme unbedeutend, da die adsorbierte Menge kein nennenswertes De-
pot, bezogen auf den gelöst vorliegenden Anteil, darstellte. Für das zu untersuch-
ende Modellsystem war das Verhältnis gebundenen Phenanthrens zu freiem Phe-
nanthren zu gering, als daß allein aufgrund des Wachstums von Pseudomonas
putida auf Phenanthren die Verwertung von freiem zu gebundenem Phenanthren
differenziert werden könnte, dies galt auch für den DTA-MM. Letzteres hatte
zudem noch den Nachteil, daß die ionisch gebundenen Tenside an der Oberfläche
im Gleichgewicht mit der flüssigen Phase stehen und freies Tensid auf die
Mikroorganismen toxisch wirken könnte.
5.2.2 Möglichkeiten und Grenzen der Untersuchung von
Wechselwirkungen zwischen Bakterien, PAK und
Tonmineralen
Um im vorgesehenen Modellsystem Wachstum überhaupt direkt mittels mikros-
kopischer Verfahren nachweisen zu können, müßte entweder das verwendete
Adsorbens ein großes Depot gebundenen Phenanthrens haben, oder das mikros-
kopische Verfahren ab Zelldichten von < 105/ml einsetzbar sein. Das mikrosko-
pische Verfahren setzte jedoch Zelldichten von mindestens 5 x 105 Zellen/ml vor-
aus [ROHLAND, 1999]. Unterhalb dieser Zelldichte war die Stichprobe zählbarer
Zellen zu gering, um reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen. Es hätten dann >
50 Bilder pro Probenahmezeitpunkt genommen werden müssen, was in der
Praxis einen nicht vertretbaren Aufwand dargestellt hätte.
Ergebnisse
                                                                                                                               
117
5.3 Untersuchungen zu Wechselwirkungen zwischen
Bakterien, Chloraromaten und modifizierten
Tonmineralien
5.3.1 Physikochemische Untersuchungen zur Wechselwirkung
zwischen 2,4-DCP und DTA-MM
Die physikochemischen Untersuchungen zur Bindung von 2,4-Dichlorphenol (2,4-
DCP) an Dodecyltrimethylammonium-Montmorillonit (DTA-MM) dienten der
Überprüfung der Hypothese, daß Chloraromaten, an tensidmodifizierten
Tonmineralen reversibel binden und diese somit eine Pufferfunktion für diese
Schadstoffklasse haben.
Als Modellsubstanz sollte 2,4-DCP dienen. Die Pufferfunktion sollte eine
temporäre Adsorption der Chloraromaten verursachen, um die für den
mikrobiellen Abbau zu hohe Konzentration der Chloraromaten auf ein mikrobiell
tolerierbares Niveau zu erniedrigen. Durch Veränderung des Sorptionsgleich-
gewichtes infolge mikrobiellen Abbaus sollte dann das 2,4-DCP vollständig
reversibel desorbieren und zu einem vollständigen Abbau führen.
Untersucht wurde in diesem Zusammenhang, wie die Desorptions-
geschwindigkeit das mikrobielle Wachstum limitieren würde. Notwendig war
dabei auch die Erfassung wichtiger Eckdaten zur Einstellung der Konzentration
des frei in Lösung befindlichen 2,4-DCP im Verhältnis zur Konzentration des
gebundenen 2,4-DCP.
5.3.1.1 Adsorptionsisothermen von 2,4-DCP an tensidmodifizierten Ton-
mineralen
Das für die Versuche verwendete Ausgangs-Tonmineral war Na-Montmorillonit.
Dodecyltrimethylammonium-MM (DTA-MM oder C12-MM) wurde ausgewählt,
weil seine Isotherme als einzige in dem für die Wachstumsversuche relevanten
Bereich linear verlief, siehe Abb. 49, und somit von einer gleichmäßigen Adsor-
ption/Desorption ausgegangen werden konnte. Die Bindungskapazitäten von mit
Octadecyl- (C18-MM) bzw. Di-Dodecyltrimethylammoniumbromid (2 C12-MM)
modifizierten Tonmineralen lagen zwar höher als bei C12-MM, jedoch würde die
Nicht-Linearität der Isothermen das Verständnis der Prozesse im Modellsystem
unnötig komplizieren.
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Abb. 49 Adsorptionsisothermen von 2,4-DCP an verschiedenen kationtensidmodifizierten
Tonmineralen
Bei einer Suspensionskonzentration des DTA-MM von 2 g/l und Zugabe von 100
mg/l 2,4-DCP stellte sich eine frei in Lösung befindliche Konzentration von ~ 50
mg/l ein. Dieser Gleichgewichtszustand wurde für das Modellsystem benutzt, da
die Menge des frei in Lösung befindlichen 2,4-DCP mikrobiell abbaubar wäre, die
Gesamtmenge frei in Lösung hingegen toxisch wirken würde.
5.3.1.2 Adsorptions-/Desorptionsisothermen von 2,4-DCP an C12-MM (DTA-
MM)
Die Untersuchung der Kinetik von Adsorption und Desorption sollte Aussagen
über die Geschwindigkeit der Wechselwirkung zwischen 2,4-DCP und DTA-MM
liefern. Diese Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut für
Angewandte Physikalische Chemie (ICG-7) des Forschungszentrums Jülich
durchgeführt.
Die Adsorption wurde bestimmt durch Zugabe von DTA-MM zu einer 2,4-DCP
Lösung. Die Adsorption von 2,4-DCP an DTA-MM war nach 3,5 Minuten
weitestgehend abgeschlossen, wie in Abb. 50 zu sehen. Die Adsorptionswerte
der Isotherme für t = 3,5 min lagen auf der Isotherme für die Adsorptionswerte
bei t = 24 h, siehe Abb. 51.
Die Desorption wurde bestimmt durch Freisetzung von DCP bei Verdünnung einer
vorgelegten Suspension von DTA-MM gebundenem 2,4-DCP. Die Desorption von
2,4-DCP war nach 4 Minuten weitestgehend abgeschlossen, siehe Abb. 52. Der
reine Verdünnungseffekt, siehe Abb. 52, grün dargestellt, hätte eine deutlichere
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Verringerrung der Absorption in Lösung hervorgerufen. Ein Vergleich der
Isotherme für die Adsorption mit der Isotherme für die Desorption (Abb. 53) zeigt
die Reversibilität des Systems, die eine vollständige Desorption ermöglichen
sollte.
0,0 3,5 7,0 10,5 14,0 17,5 21,0 24,5
0 ,58
0 ,60
0 ,62
0 ,64
0 ,66
0 ,68
0 ,70
0 ,72
0 ,74
0 ,76
0 ,78
0 ,80
   Zugabe  von C 12 -MM Suspens ion
A
b
s
o
rp
ti
o
n
 v
o
n
 D
C
P
Zeit t [min]
Abb. 50 Adsorptionskinetik von 2,4-DCP an DTA-MM
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
0
10
20
30
40
50
60
 adsorbierte DCP-Menge nach 24h 
 adsorbierte DCP-Menge nach 3,5 Minuten
ad
so
rb
ie
rt
e 
D
C
P
-M
en
g
e 
[m
g
/g
] 
c
gl
/c
L
max
 [%]
DCP in Lösung
Abb. 51 Vergleich der Adsorptionsisothermen von 2,4-DCP an DTA-MM für t = 3,5 min und für
t= 24 h
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Abb. 52 Desorptionskinetik von 2,4-DCP an DTA-MM
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Abb. 53 Vergleich der Isothermen für die Adsorption und Desorption von 2,4-DCP an DTA-MM.
Aufgetragen ist die adsorbierte Menge DCP über dem Verhältnis der Gleichgewichtskonzentration
zur maximalen Wasserlöslichkeit von 2,4-DCP, welche bei 4,4 g/l liegt.
Die Kinetik der Adsorption und Desorption von 2,4-DCP verliefen so rasch
(innerhalb weniger Minuten), daß in Suspensionskultur nicht mit einer Limitierung
während Anwachsens der Biomasse zu rechnen war.
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5.3.1.3 Quantifizierung des freien Tensides in DTA-MM Suspensionen
Da keine geeignete Analytik für das verwendete Kationtensid DTAB zur
Verfügung stand, wurde diese als Auftragsforschung an das Institut für
Siedlungswasserwirtschaft der RWTH Aachen vergeben. Die Ergebnisse sind in
Abb. 54 dargestellt. Es wurden nur Einzelproben untersucht.
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Abb. 54 Anteil freien Tensides in verschiedenen Suspensionen von DTA-MM
Die Adsorption von DTAB an MM erwies sich als nicht stabil. Es wurde Tensid
freigesetzt, bzw. es befand sich im Gleichgewicht mit der Oberfläche des
Tonminerals. Die Menge an freiem Tensid in Medium 461 war etwa 10 x größer
als in Wasser, vermutlich ausgelöst durch eine der Medienkomponenten.
Interessanterweise führte diese große Menge an freiem Tensid beim Abbau von
Fructose in Gegenwart von DTA-MM zu keiner Hemmung, obwohl
Wachstumsversuche mit Fructose in Gegenwart von freiem Tensid bei dieser
Konzentration zu einer starken Hemmung geführt hatten, siehe auch Kap.
5.3.2.2.
5.3.2 Das Wachstumsverhalten von Ralstonia eutropha
5.3.2.1 Wachstum von Ralstonia eutropha auf Fructose und 2,4-DCP
Die Charakterisierung des Wachstumsverhaltens von Ralstonia eutropha auf ver-
schiedenen Substraten diente der Erfassung des toxischen Effektes von 2,4-DCP
sowie dem Wert für den maximal möglichen Biomassezuwachs. Gesucht wurden
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zwei Konzentrationen von 2,4-DCP : Diejenige Konzentration, mit welcher der
höchste Biomassezuwachs erreicht wurde und jene Konzentration, bei der ein
gerade noch meßbarer Biomassezuwachs erfolgte. Diese beiden Konzentrationen
sollten dann im Modellsystem als maximal verfügbare und als frei in Lösung
vorliegende Konzentration mittels DTA-MM eingestellt werde.
Alle Versuchsansätze wurden als Batchkultur mit einem Inokulum aus der
Stammhaltung angeimpft. Die Stammkultur war niemals älter als eine Woche und
die Inokulierdichte betrug 1 x 107 Zellen/ml, bzw. 2 x 106 µm³/ml Biovolumen,
wenn die Zellen verstärkte Aggregation zeigten.
Ralstonia eutropha wuchs mit Fructose signifikant schneller als mit 2,4-DCP. Die
maximalen exponentiellen Wachstumsraten sind in Tab. 24 dargestellt. Alle
Meßdaten wurden aus 4 Parallelen gemittelt.
Tab. 24 Wachstumsraten für Ralstonia eutropha auf Fructose und 2,4 DCP
Substrat Substrat-C [mg/l] µmax [h-1]/Standardabweichung
Fructose 10 0,152 +/- 0,0004
Fructose 25 0,209 +/- 0,0021
Fructose 50 0,233 +/- 0,0023
2,4-DCP 10 0,090 +/- 0,0050
2,4-DCP 25 0,125 +/- 0,0240
2,4-DCP 50 0,110 +/- 0,0240
Fructosekulturen erreichten bereits nach zwei Tagen die stationäre Phase, die
2,4-DCP Kulturen erst nach 4 Tagen. Der Untersuchungszeitraum für
Wachstumsversuche wurde danach auf eine Woche festgelegt, um
sicherzustellen, daß das Wachstum abgeschlossen war.
Der Biomassezuwachs war abhängig von der 2,4-DCP Konzentration (Abb. 55).
Die Bestimmung erfolgte vierfach. Die Darstellung der Partikeldichte, gemessen
mittels Elzone-Counter, erlaubte keine genaue Aussage über den tatsächlichen
Biomassezuwachs, da R. eutropha beim Wachstum auf 2,4-DCP eine starke
Aggregation zeigte und somit die Biomasse unterschätzt würde. Das Biovolumen
war ein besserer Schätzwert, weil neben der Partikeldichte auch das
Partikelvolumen berücksichtigt wurde. Aus diesem Grunde wurden auch KBE
nicht für die Erfassung der Partikeldichte benutzt.
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Abb. 55 Biomassezuwachs von R. eutropha in Abhängigkeit von der 2,4-DCP Konzentration,
gemessen als Biovolumen
Den höchsten Biovolumenzuwachs erreichte Ralstonia eutropha bei einer
2,4-DCP Konzentration von 56,5 mg/l, entsprechend 25 mg DCP-C. Der gering-
ste noch meßbare Biovolumenzuwachs wurde bei 113 mg/l, entsprechend
50 mg/l DCP-C, erreicht. Daraufhin wurde die Konzentration des frei in Lösung
befindlichen 2,4-DCP im Modellsystem auf 56,5 mg/l eingestellt, die maximal
verfügbare Konzentration, inklusive des temporär adsorbierten 2,4-DCP, wurde
mittels Zugabe von 2 g/l DTA-MM auf 113 mg/l eingestellt.
Im Vergleich zum Biomassezuwachs auf Fructose zeigte R.eutropha wie erwartet
im untersuchten Bereich keine Abhängigkeit von der Substratkonzentration (Abb.
56). Der Biomassezuwachs auf 50 mg Fructose-Kohlenstoff war nicht rückläufig,
wie es bei 2,4-DCP der Fall war.
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Abb. 56 Biomassezuwachs von R. eutropha in Abhängigkeit von der Fructose-Kohlenstoff
Konzentration, gemessen als Biovolumen. Die Werte wurden über 4 Parallelen gemittelt.
Der Biomassezuwachs mit 2,4-DCP unterschied sich nur wenig bis zu einer
Konzentration von 25 mg/l von dem pro mg Fructose-Kohlenstoff, siehe Abb. 57.
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Abb. 57 Biomassezuwachs von R.eutropha pro mg 2,4-DCP- und Fructose-Kohlenstoff und ml,
gemessen als Biovolumenzuwachs.
Die gewählte Konzentration von 25 mg/l des frei in Lösung verfügbaren 2,4-DCP-
C ergab einen maximal möglichen Biomassezuwachs, der gut erfassbar war.
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5.3.2.2 Der Einfluß des freien Tensids auf das Wachstum von Ralstonia
eutropha
Kationtenside wirken auf Bakterien toxisch [KOSSWIG und STACHE, 1993], wobei
die Toxizität kationischer Tenside in der Regel höher ist, als die der anionischen
oder nichtionischen Tenside. Die Stabilität von DTA-MM wurde an anderer Stelle
(Kap. 4.5.1.3) bereits physikochemisch untersucht. Abb. 58 zeigt den
Biomassezuwachs von Ralstonia eutropha in Gegenwart von freiem Tensid. Der
Versuch wurde vierfach angesetzt. Die eingesetzte Konzentration an freiem
Tensid orientierte sich an der Menge des an einem Gramm Natriummontmorillonit
gebundenen DTAB, welche 810 µM betrug. Es wurden damit Freisetzungen von
10 % (81 µM) bis zu 0,1 % der Belegung (0,81 µM) simuliert. CROCKER, GUERIN
and BOYD (1995) untersuchten die Verfügbarkeit von Naphthalin lediglich an zu
50 % tensidbelegten (C16-MM)Tonmineral. Ihre Begründung für die Verwendung
nur zu 50 % belegter Tonminerale statt 100 % belegter Tonminerale, jeweils
bezogen auf die Ionenaustauschkapazität, beruhte auf der Vermutung der
Autoren, daß freiwerdendes Tensid höherbelegter Tonminerale toxisch auf die
untersuchten Bakterien wirken könnte. Daten zur Desorption von Tensid höher
belegter Tonminerale wurden von CROCKER, GUERIN and BOYD (1995) nicht
gezeigt.
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Abb. 58 Biomassezuwachs von Ralstonia eutropha in Gegenwart von freiem Kationtensid beim
Umsatz von Fructose und 2,4-DCP
Ralstonia eutropha reagierte je nach Kohlenstoffquelle unterschiedlich empfind-
lich auf gelöstes Tensid. Während die Empfindlichkeit gegenüber 0,81 µM DTAB
für Fructose und 2,4-DCP Abbau identisch ist, reagiert das Bakterium beim
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Abbau von 2,4-DCP deutlich empfindlicher auf höhere DTAB Konzentrationen.
Die Gegenwart von 81 µM DTAB führte sogar zu einem Biomasseverlust.
5.3.2.3 Einfluß von DTA-MM auf das Wachstum von Ralstonia eutropha beim
Abbau von 2,4-DCP : Versuche im Modellsystem
Nachdem alle verwendeten Komponenten des Modellsystems nun einzeln
charakterisiert und in etwa optimiert waren, wurde der Einfluß von DTA-MM auf
das Wachstum von Ralstonia eutropha beim Abbau von 2,4-DCP untersucht. Die
Inokulierdichte betrug 107 Zellen/ml, die Suspensionskonzentration des DTA-MM
2 g/l. Das Mineral wurde 24 h in Medium 461 und nach Zugabe von 113 mg/l
2,4-DCP nochmals 1 h quellen gelassen. Die Konzentration des frei gelösten 2,4-
DCP betrug 51 mg/l. Erst danach erfolgte die Inokulierung. Als Kontrollen
fungierten Ansätze mit 50 mg/l 2,4-DCP ohne Mineral und Mineral ohne 2,4-
DCP. Gemessen wurden alle Proben mittels des Total SYTOX Count in jeweils 2
Parallelen. Pro Parallele wurden 30 Bilder ausgewertet. Die Änderungen der
Zelldichten aller Ansätze ist in Abb. 59 dargestellt.
0,0E+00
5,0E+06
1,0E+07
1,5E+07
2,0E+07
2,5E+07
3,0E+07
3,5E+07
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zeit nach Animpfen [h]
 Z
el
ld
ic
ht
e 
[1
/m
l]
50 mg 2,4 DCP / l + 1 g DTA-MM /l
50 mg 2,4 DCP / l 
1 g DTA-MM / l
Abb. 59 Wachstum von Ralstonia eutropha im Modellsystem
In Gegenwart von DTA-MM und 2,4-DCP nahm die Zelldichte über einen Zeit-
raum von 100 Stunden ab. Die Zelldichte in Gegenwart von DTA-MM blieb
hingegen konstant. Die Kontrolle nur mit 2,4-DCP zeigte, daß das Inokulum
wachstumsfähig war. Die Kombination aus frei vorliegendem DTAB und 2,4-DCP
wirkt toxisch und lysiert die Zellen.
In weiteren Versuchen wurden die Suspensionskonzentration sowie die Konzen-
tration des 2,4-DCPs variiert. In Tab. 25 sind die entsprechenden Versuchser-
gebnisse zusammengefaßt.
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Tab. 25 Zelldichteänderungen von R.eutropha in Gegenwart von 2,4-DCP und DTA-MM
Suspensionskon-
zentration DTA-
MM [g/l]
Freie 2,4-DCP Kon-
zentration [mg/l]
Gesamtkonzentra-
tion37 2,4-DCP
[mg/l]
Zelldichteänderung
/ STDD [%] nach
80-100 h
1 ~30 50 - 37 +/- 16
1 ~40 60 - 60,5 +/- 33
2 ~30 60 - 39 +/- 28
2 ~50 100 - 49,2 +/- 19
Die Abnahme der Zelldichte war demnach nicht von der Suspensions-
konzentration oder der 2,4-DCP Konzentration abhängig.
5.3.2.3.1 Ursachen der Lyse von Ralstonia eutropha in Gegenwart von 2,4-DCP
und DTA-MM
Um die Ursachen des in Abb. 59 dokumentierten Zellverlustes in Gegenwart von
DTA-MM und 2,4-DCP zu untersuchen, wurde zunächst versucht heraus-
zufinden, ob das tensidbelegte Tonmineral selber oder gelöstes DTAB die
Hemmung verursachte. Die im Folgenden beschriebenen Ansätze sollten zudem
klären, ob abiotische oder biotische Faktoren für die Hemmung verantwortlich
waren. Alle Versuche wurden mit 4 Parallelen angesetzt und, wie auf der
vorhergehenden Seite beschrieben, ausgewertet.
· Kontrolle
107Zellen/ml R.eutropha mit 50 mg/l 2,4-DCP in Mineralpuffer 461.
· Ansatz 1 sollte einen möglichen abiotischen Effekt, verursacht durch freies
Tensid, erfassen
DTA-MM (2g/l) wurde 24 h in Mineralmedium 461 geschüttelt, danach wurde
das Mineral abgetrennt (Filtration), das Filtrat auf 50 mg/l 2,4-DCP eingestellt
und als Wachstumsmedium verwendet (Inokulum 107 Zellen/ml).
· Ansatz 2 sollte einen möglichen abiotischen Effekt, verursacht durch freies
Tensid in Zusammenwirkung mit 2,4-DCP, erfassen
50 mg/l 2,4-DCP in Mineralmedium 461 wurde mit DTA-MM (2g/l) 24 h
geschüttelt, danach wurde das Mineral abgetrennt (Filtration) und das Filtrat,
nach erneuter Einstellung auf 50 mg/l DCP, als Wachstumsmedium verwen-
det (Inokulum 107 Zellen/ml).
                                   
37 Umfaßt die absolut zugegebene Menge 2,4-DCP, gebunden und frei in Lösung
Ergebnisse
                                                                                                                               
128
· Ansatz 3 sollte einen möglichen biotischen Effekt, verursacht durch
biochemische Prozesse, erfassen
Das Filtrat einer zwei Wochen alten Stammkultur wurde mit DTA-MM (2g/l)
24 h lang geschüttelt, danach wurde das Mineral abgetrennt (Filtration) und
das Filtrat, nach erneuter Einstellung auf 50 mg/l DCP, als Wachstumsmedi-
um verwendet (Inokulum 107 Zellen/ml).
· Ansatz 4 sollte einen möglichen biotischen Effekt, verursacht durch
mikrobielle Prozesse, erfassen
Das Filtrat eines vorherigen Wachstumsversuches von R.eutropha auf DCP in
Gegenwart von DTA-MM wurde, nach erneuter Einstellung auf 50 mg/l DCP,
als Wachstumsmedium verwendet (Inokulum 107 Zellen/ml).
Ergebnisse : Kontrolle : Wachstum
Ansatz 1 : Kein Wachstum/Zellverlust
Ansatz 2 : Kein Wachstum/Zellverlust
Ansatz 3 : Kein Wachstum/Zellverlust
Ansatz 4 : Kein Wachstum/Zellverlust
Diese Ergebnisse zeigten, daß die Toxizität nicht vom Einwirken der Bakterien
abhing. Einziger Inhibitor war das mineralgebundene Tensid, welches, frei in
Lösung, nicht abfiltriert werden konnte. Das Phänomen des Zellverlustes in
Gegenwart von 2,4-DCP und freiem Tensid wurde in Wachstumsversuchen in
Kap. 5.3.2.2 bereits gezeigt. Die Konzentration des freien Tensides lag demnach
in der Größenordnung um 100 µM.
Der Versuch, den toxischen Effekt durch Zugabe eines Co-Substrates wie Fruc-
tose herabzusetzen, führte zu keiner Veränderung des Ergebnisses, auch hier trat
ein Zellverlust auf. Dazu wurden 107 Zellen/ml von R.eutropha in Gegenwart von
2g/l DTA-MM sowie 50 mg/l 2,4-DCP und 50 mg/l Fructose inokuliert. Der zu
dem Zellverlust führende toxische Effekt trat nur auf, wenn 2,4-DCP und DTA-
MM, bzw. ein Filtrat der Suspension gemeinsam in Lösung vorlagen.
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6 Diskussion
Die Diskussion ist in mehrere Abschnitte unterteilt. Im folgenden werden
zunächst die Methoden zur quantitativen Erfassung von Bakterien in komplexen
Habitaten sowie die Techniken für die Bestimmung der spezifischen Aktivität
diskutiert. Die untersuchten fluoreszenzmikroskopischen Nachweismethoden für
Bakterienzellen und ihre Aktivität nutzten folgende 4 Stoff-Gruppen :
1. Nukleinsäurefarbstoffe wie AO, DAPI, SYTO, SYBR und SYTOX GREEN
2. Immunologische Nachweisreagenzien wie pAB und Lectine
3. 16S-rRNS Sonden, linear oder als Molecular Beacons
4. physiologische Farbstoffe wie Substratanaloga (z.B. CTC) und solche mit
Abhängigkeiten von Membraneigenschaften (z.B. SYTOX GREEN)
Im Anschluß daran werden die Ergebnisse aus den Projekten diskutiert.
Bakterielle Biomasse, wie sie in Fermenterkulturen unschwer zu bestimmen ist,
kann in Umweltproben unmöglich genau bestimmt werden. Das Ausweichen auf
Zählverfahren, die Bestimmung der zählbaren Zellen, oder Total Counts, ist einer
der besten Auswege, hat bisher aber mittels etablierter Methoden versagt.
Im folgenden wird auf die Diskussion derjenigen (etablierten) Methoden
verzichtet, mit denen keine zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt worden sind.
Diese sind der Total AO-, Total DAPI-, Total SYTO Count und die Verwendung
fluoreszenzmarkierter Lectine. KEPNER und PRATT (1994) kamen bereits zu dem
Schluß, daß AO und DAPI nur aufgrund morphologischer Unterschiede eine
Differenzierung zwischen Bakterien und Artefakten erlaubten, da beide Farbstoffe
nicht rein spezifisch für Bakterien seien. Die Qualität der Auswertung der
fluoreszenzmikroskopischen Bilder, sofern überhaupt möglich, war damit stark
abhängig von der Erfahrung des Operators.
6.1 Einsatz digitaler Bildverarbeitung bei der Erfassung
der zählbaren Zellen mittels fluoreszenzmikros-
kopischer Methoden
Die Epifluoreszenzmikroskopie ist eine der am häufigsten eingesetzten Techniken
für die direkte Zählung von Bakterien in Umweltproben geworden. Das Zählen
sichtbarer Zellen im fluorezenzmikroskopischen Bild kann manuell geschehen,
jedoch ist dieses Verfahren extrem subjektiv, weil die Erfassung schwach
gefärbter Zellen in Gegenwart von intensiv gefärbten Zellen sowie fluores-
zierenden Partikeln ein hohes Maß an Konzentration und Training für den
Beobachter voraussetzt [BLOEM et al., 1995]. Hinzu kommt, daß der Beobachter
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eine gewisse Anzahl an Zellen pro Bildausschnitt erwartet und deshalb in
bakterienreichen Bildern die Anzahl unterschätzt. Bei geringen Zellkonzen-
trationen ergibt sich die umgekehrte Tendenz [BLOEM et al., 1995].
Computergestützte Bildauswerteverfahren haben demgegenüber den Vorteil, daß
Zellen unabhängig von ihrer Fluoreszenzintensität, nach bestimmten zuvor fest-
gelegten Kriterien, reproduzierbar detektiert werden können. Allerdings ist auch
dieses Verfahren im Ganzen nicht objektiv, da ein Untersucher die für die
Erfassung der Bakterien notwendigen Kriterien festlegen muß. Es besitzt aber
den Vorteil, daß die Kriterien allgemein überprüfbar und übertragbar sind.
Das Kriterium für die Detektion von Bakterien mit dem Total SYTOX Count
Verfahren (Kap.5.1.2.1) war ihre grüne Farbe, wobei der Schwellenwert für die
Abgrenzung gegen den sie umgebenden Hintergrund für jede Bildserie einmalig
interaktiv festgelegt wurde. Die Erfassung der Zellen in der Bildserie erfolgte
dann ohne weitere Eingriffe des Benutzers vollautomatisch. Im Vergleich zu der
manuellen Auszählung erfaßte die Auszählung mittels digitaler Bildverarbeitung
im Mittel 96 % aller Zellen in einer Fokusebene. Dieser Wert ist als hinreichend
genau anzusehen, da die manuell erzielten Auszählergebnisse verschiedener
Operateure auch um +/- 5 % variierten.
Das in dieser Arbeit entwickelte Verfahren zur Auswertung fluoreszenzmikrosko-
pischer Bilder mittels digitaler Bildverarbeitung orientiert sich an den Grundprin-
zipien von Bildverbesserung, Informationsverstärkung und Extraktion der Bild-
information, siehe Kap. 4.4.7. Diese Grundprinzipien sind in der Literatur be-
schrieben [BLACKBURN et al., 1998; BLOEM et al., 1995; POSCH et al., 1997;
SCHRÖDER et al., 1991]. Dazu werden unterschiedlichen Algorithmen verwendet.
Bildverbesserung und Informationsverstärkung wurden z.B. von BLACKBURN et al.
(1998) in einem Schritt mittels eines speziellen Algorithmus durchgeführt,
während BLOEM et al. (1995) und POSCH et al. (1997) diese Schritte voneinander
getrennt durchführten. LANOIL et al. (1997) nutzten dagegen zur Aufarbeitung der
fluoreszenzmikroskopischen Bilder nur einen Kantendetektor zur Informations-
verstärkung und eine Funktion zur Normalisierung der Intensitäten, also relativ
wenige Bearbeitungsschritte zur automatischen Auswertung. Die Autoren
veröffentlichten keine vergleichende Statistiken der untersuchten Bildreihen.
Die Notwendigkeit, fluoreszenzmikroskopische Bilder aufwendig aufzuarbeiten,
ergibt sich daraus, daß einfache Schwellenwertverfahren, die einen Bildpunkt
aufgrund seines Grauwertes klassifizieren, nicht geeignet sind, eine
Bildsegmentierung zufriedenstellend durchzuführen. Die fluoreszierenden
Objekten entsprechenden Grauwerte liegen oft auch im Hintergrund vor und
gerade in Bodenproben treten eigenfluoreszente Objekte auf, die nicht Unter-
suchungsgegenstand sind. Desweiteren machen eine ungleichmäßige
Ausleuchtung des Bildes sowie die unterschiedliche Intensität von schwach
fluoreszierenden und intensiv fluoreszierenden Zellen die Festlegung eines
Schwellenwertes zur Differenzierung zwischen Bakterien und Bodenpartikeln
unmöglich. Das in dieser Arbeit entwickelte Verfahren zur Auswertung
fluoreszenzmikroskopischer Bilder ermöglicht in Verbindung mit dem Total
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SYTOX Count anhand der DNS-Färbung eine quantitative Erfassung aller
Bakterien im fluoreszenzmikroskopischen Bild. Innerhalb einer Bildreihe, welche
aus 30 Bildern besteht, können innerhalb weniger Minuten bis zu 7500 Bakterien
erfaßt und vermessen werden. Dies ist eine deutliche Erhöhung des Stichpro-
benumfangs gegenüber den in der Literatur aufgeführten Werten [POSCH et al.,
1997 : bis 700; BLACKBURN et al., 1998 : bis 1000; BLOEM et al., 1995 : bis
1500].
6.2 Methoden für die Erfassung der zählbaren Zellen
6.2.1 Der Total SYTOX Count
Der in dieser Arbeit vorgestellte Total SYTOX Count ermöglichte erstmals eine
ausreichend zuverlässige Bestimmung der Gesamtzelldichte in Bakterien/Ton-
mineralsuspensionen sowie in Bodenproben. Die Wiederfindung von Zellen in
Bakterien/Tonmineralsuspensionen war abhängig von der Tonmineralkonzen-
tration, wich aber bis zu Konzentrationen von 2 g/l nur gering von der Wieder-
findung in tonmineralfreien Suspensionen ab (Kap. 5.1.2.1.2).
Der Vergleich des Total SYTOX Count und der Zellzählung nach Färbung mit
SYBR nach WEINBAUER et al. (1998) in Böden, welche zugesetzte Zellen
bekannter Menge enthielten, zeigte anhand der Wiederfindung und der Standard-
abweichung die deutlich höhere Genauigkeit des Total SYTOX Count (Kap.
5.1.2.1.4). Der Farbstoff SYBR wurde 1998 von WEINBAUER et al. als überlegene
Alternative zu DAPI für die Erfassung der zählbaren Zellen in Sedimenten und in
Böden vorgestellt. Die Farbstoffe AO und DAPI eignen sich lediglich für eine
quantitative Erfassung der Gesamtzellzahl in rein wässrigen Systemen, der
Farbstoff SYBR nur für Lösungen mit geringen Partikeldichten und nicht für die
Differenzierung von partikelassoziierten Bakterien und den Partikeln selbst (Kap.
6.2.4). Die Färbung mittels SYTOX GREEN war hingegen nicht durch die Menge
an Bodenkomponenten und Tonmineralen limitiert und ermöglichte auch die
Erfassung partikelassoziierter Bakterien.
Die Überlegenheit des Total SYTOX Counts beruht darauf, daß eine Differenzier-
ung zwischen Bakterien und Bodenpartikeln, bzw. Tonmineralen aufgrund der
Farbe des Emissionslichtes möglich ist. Die dazu notwendige suboptimale
Anregung des Farbstoffes mit UV Licht ist bis heute in der Literatur nicht be-
schrieben und auch vom Hersteller nicht empfohlen. Mit der optimalen Anre-
gungswellenlänge (490 nm) des Farbstoffes war anhand der Farbe des
Emissionslichtes keine vollständige Differenzierung zwischen Bakterien und
Bodenpartikeln bzw. Tonmineralen möglich, wenn ein Epifluoreszenzmikroskop
mit üblichen optischen Filtern verwendet wurde, außer außer es kam ein CLSM
mit frei wählbaren Filtern für das Emissionslicht, siehe Kap. 5.1.2.1.6, zum
Einsatz.
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Organische Komponenten wie Kationtenside oder Proteine hatten keinen Einfluß
auf die Farbe des Fluoreszenzlichtes von SYTOX GREEN, siehe Kap. 5.1.2.1.
Dies war insofern ungewöhnlich, da bekannt war, daß das umgebende Milieu auf
Fluorochrome deutlichen Einfluß haben kann [LAOR et al., 1996] und dazu
benutzt wurde, um anhand der Änderung der Fluoreszenzeigenschaft oder der
Löschung der Fluoreszenz bei Bindung an organischen Materialien, auf die Menge
an gebundenem Fluorophor zu schließen [GAUTHIER et al., 1987].
Das epifluoreszenzmikroskopische Bild eines SYTOX GREEN gefärbten Präparates
bei Anregung mit blauem Licht entsprach qualitativ dem eines SYBR gefärbten
Präparates. Umgekehrt zeigte SYBR bei suboptimaler Anregung keinen
ausgeprägten Coloursplit des Emissionslichtes. Nur SYTOX GREEN zeigte von
allen untersuchten Farbstoffen die Fähigkeit zum Coloursplit (Farbaufspaltung)
des Emissionslichtes der spezifischen (Nukleinsäuren) und unspezifischen
(Bodenkomponenten) Fluoreszenz.
Die Farbe des Emissionslichtes der unspezifischen Fluoreszenz SYTOX GREEN
gefärbter, tensidmodifizierter Tonminerale, erschien im fluoreszenzmikroskopisch-
en Bild blau und rot, nicht gefärbte Tonminerale besaßen keinerlei
Eigenfluoreszenz. Suspensionen tensidmodifizierter Tonminerale, gefärbt mittels
SYTOX GREEN und gemessen im Fluoreszenzphotometer, zeigten eine blaue
Fluoreszenz, jedoch keine rote Fluoreszenz. Die im fluoreszenzmikroskopischen
Bild zusätzliche rote Fluoreszenz trat hauptsächlich bei Tonmineralen auf, welche
größer als 5 µm waren. Tonminerale dieser Größe fluoreszierten deutlich
intensiver als kleinere Tonminerale, was darauf schließen lassen könnte, daß die
Menge adsorbierten Farbstoffs abhängig von der Größe der Tonminerale wäre
und die Adsorptionskapazität überproportional zur Partikelgröße zunehmen
würde.
Zu erklären wäre diese durch die Annahme, daß größere Tonminerale aus
Aggregaten kleinerer Tonminerale bestehen und durch die Aggregation eine
höhere Dichte an Bindungsstellen für den Fluoreszenzfarbstoff vorhanden sein
könnte, als dies bei einzelnen Tonmineralplättchen der Fall wäre. Aggregate
wären dreidimensional zu verstehen, Tonmineralplättchen zweidimensional. Das
nur Tonminerale > 5 µm neben der blauen auch eine rote Fluoreszenz zeigten,
beruhte vermutlich auf Farbstoff-Farbstoff-Wechselwirkungen auf der Ober-
fläche. Derartige Wechselwirkungen, welche zu einer Verschiebung der
Emissionswellenlänge hin zu längeren Wellenlängen führen, wurden für AO von
ZELENIN (1993) bereits beschrieben und auch in dieser Arbeit gezeigt, siehe Kap.
5.1.2.2.1. Verursacht werden sie durch die direkte räumliche Nähe zweier AO-
Monomere. Die Wechselwirkung zweier Farbstoffmoleküle AO verschiebt die
Farbe der Fluoreszenz von Grün nach Rot und wurde auch bei der Bindung von
AO an Tonmineralen beobachtet. Ausgehend von einem ähnlichen Mechanismus
bei der Adsorption von SYTOX GREEN an Tonmineralen, wäre demnach die
Farbstoffdichte auf kleineren Tonmineralen nicht hoch genug, um
Farbstoff-Farbstoff-Wechselwirkungen auf der Oberfläche zu induzieren, sie
fluoreszierten demnach in der Farbe des unspezifisch gebundenen Monomers
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blau. Bodenpartikel zeigten immer neben der blauen auch eine rote Fluoreszenz,
was auf eine hohe Bindungskapazität für SYTOX GREEN schließen ließ.
Die mikroskopische Erfassung der zählbaren Zellen mit SYTOX GREEN und
suboptimaler Anregung mittels UV-Licht ist, nach meinen Untersuchungen, die
verläßlichste Methode einer in situ Zelldichte Bestimmung. Der Einsatz eines
CLSM ermöglicht eine deutliche genauere Detektion aller zählbaren Zellen,
allerdings unter erheblichem Zeit- und Rechenaufwand und dürfte deshalb kaum
für Routineuntersuchungen Anwendung finden.
Die Methodik des Total SYTOX Count wurde von mir auch schon für phyto-
pathologische Fragestellungen angewendet, genauer so bei der Untersuchung der
Infektion von Arabidopsis spec. durch Pseudomonas syringae. Mittels klassischer
Farbstoffe war es bisher nicht möglich, innerhalb von Gewebeschnitten den Weg
der Infektion zu verfolgen. Abb. 60 zeigt ein kombiniertes Epifluoreszenz- und
Phasenkontrastbild eines mit Pseudomonas syringae (Pfeil) infizierten
Parenchyms. Mit dieser Technik können nun quantitative Aussagen über den
Infektionsverlauf, angefangen bei den Spaltöffnungen, gemacht werden.
Abb. 60 Kombiniertes Epifluoreszenz- und Phasenkontrastbild eines mit Pseudomonas syringae
(Pfeil) infizierten Parenchyms von Arabidopsis spec.
Zellkern
einer
Schließzelle
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6.2.2  Fluoreszenzmarkierte polyklonale Antikörper (pAB)
Mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt, eignen sich polyklonale Antikörper für die
quantitative Erfassung von Bakterien in Modellsystemen. Aufgrund ihrer
Spezifität eignen sich pAB vornehmlich für die Erfassung von Antigenen in
komplexen Gemischen, diesen Vorteil galt es im idealisierten Modellsystem zu
überprüfen.
Die Verwendung von pAB führte sowohl zu einer Erfassung von Oberflächen-
antigenen, als auch zur Erfassung von löslichen Proteinen (Kap. 5.1.2.7.1).
Somit waren auch Zellfragmente und lösliche Proteine, welche an Tonmineralen
adsorbiert waren, anfärbbar. Dies erklärte auch die unspezifische Anfärbung der
Tonminerale mittels pAB, obwohl zuvor alle unspezifischen Proteinbindungs-
stellen mittels BSA hätten abgesättigt sein müssen. Die vor der Immunoreaktion
eingesetzte Blockierlösung mit einer Proteinkonzentation von 30 g/l BSA38 war
mehrfach überkonzentriert im Vergleich zu Adsorptionsuntersuchungen in der
Literatur [QUIQUAMPOIX and RATCLIFFE, 1992; STAUNTON and QUIQUAMPOIX, 1994].
Die Autoren zeigten, daß die maximale Adsorption von BSA an Montmorillonit
(MM) bei 1,2 g BSA/ g Montmorillonit lag, während der Vorinkubation lagen 30
mg/ml Protein in der Blockierlösung vor, welche etwa 2 mg MM auf dem Filter,
bzw. Objektträger absättigen sollten. Die vollständige Adsorption von BSA an
Montmorillonit lief zudem innerhalb von 30 s ab [STAUNTON and QUIQUAMPOIX,
1994], während das Präparat eine Stunde lang mit der Blockierlösung über-
schichtet wurde. BSA adsorbiert sehr stabil, da gebundenes BSA intermolekulare
Faltblattstrukturen mit weiterem Protein ausbildete. Die Bedingungen für die
Absättigung der unspezifischen Proteinbindungsstellen auf dem MM waren somit
optimal. Die Bindung von pAB an BSA-abgesättigtem Montmorillonit war also nur
durch coadsorbiertes Antigen zu erklären.
Hinzu kommt, daß vor der Absättigung gebundene Antigene, z.B. aus lysierten
Zellen stammend, nur durch eine Austausch/Verdrängungsreaktion durch BSA
hätten ersetzt werden können. Austauschreaktionen von Proteinen mit
gebundenem BSA fanden nach STAUNTON and QUIQUAMPOIX (1994) nur in sehr
geringem Maße statt. Ebenfalls sichtbar gewesen wären auch sogenante Ghosts,
Bakterienhüllen, welche keine Nukleinsäuren mehr enthielten, aber Oberflächen-
antigene. Ghosts spielen eine Rolle bei der Bestimmung des Total Counts in mar-
inen Proben [ZWEIFEL and HAGSTRÖM, 1995], welcher zur Berechnung von
Wachstumsraten und Erträgen herangezogen wurde. Die Miteinbeziehung von
Ghosts verfälschte die tatsächlichen Wachstumsparameter. Lediglich 2-32 % der
zählbaren Zellen enthielten noch DNS, gemessen nach der Methode der Autoren.
Die Eigenschaft von Antikörpern, auch stoffwechselphysiologisch inaktive, ja
sogar tote Zellen zu markieren, konnte auch als Nachteil angesehen werden. Die
Erfassung der zählbaren Zellen mittels pAB war abhängig von der Möglichkeit,
die unspezifische Bindung von Zellfragmenten an Tonmineralen zu unterbinden.
                                   
38 Rinderserumalbumin
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Diese Maßnahme müßte aber bereits in der Kultur erfolgen. Dies wäre für
natürliche Proben unpraktikabel, für ein Modellsystem (Kap. 4.6), wie in dieser
Arbeit beschrieben, aber durchaus möglich.
Die Verwendung von monoklonalen Antikörpern (mAB) könnte das Problem der
Markierung unspezifisch gebundener Antigene umgehen, die in der vorliegenden
Arbeit zu unbefriedigenden Ergebnissen geführt hat. Dies würde jedoch
vorraussetzen, daß der Antikörper gegen ein Epitop gerichtet wäre, welches nur
in der intakten Oberflächenstruktur von Zellen, unabhängig vom Wachs-
tumszustand, vorkommen würde. Sowohl der Zeit- als auch der Kostenaufwand
zur Herstellung von monoklonalen Antikörpern wäre im Vergleich zu den in dieser
Arbeit verwendeten polyklonalen Antikörpern sehr groß.
Mittels immunologischer Nachweismethoden konnten Fragmente von Zellen und
Ghosts nachgewiesen werden, aber nicht zwischen Ghosts und Nukleinsäure-
enthaltenden Zellen unterschieden werden. Es ergab sich daher keinerlei Vorteil
gegenüber den einfacher zu handhabenden Nukleinsäurefarbstoffen. Eine
Kombination von Antikörper-Markierung mit dem Total SYTOX Count könnte
jedoch eine Simultanerfassung von Gesamtzellzahl und der Anzahl Nukleinsäure-
enthaltenden Zellen ermöglichen.
6.2.3 Molecular Beacons
Molecular Beacons wurden ursprünglich als Marker für die quantitative PCR
[TYAGI and KRAMER, 1996] und isothermale Nukleinsäureamplifikationsmethoden
wie NASBA [LEONE et al., 1998] entwickelt. Aufgrund ihrer Spezifität eignen sich
Molecular Beacons vornehmlich für die Erfassung von komplementären Oligo-
nukleotidsequenzen in komplexen Gemischen. Neben ihrer Eigenschaft, bei
Bindung an Zielmolekülen ihre Fluoreszenzintensität zu vervielfachen, wurde
besonders ihre außergewöhnliche Spezifität für komplementäre Zielsequenzen
hervorgehoben [PIATEK et al., 1998]. Bereits ein einziges Mismatch in der kom-
plementären Oligonukleotidsequenz sollte zu keinem stabilen Hybrid führen.
Diese Eigenschaft ließ Molecular Beacons Einzug halten in Methoden der Geno-
typdifferenzierung menschlicher Allele [KOSTRIKIS et al., 1998] und der Muta-
tionsanalyse von einzelnen Basenpaaren in der Humangenetik [GIESENDORF et al.,
1998]. Nach MATSUO (1998) sind Molecular Beacons für die Hybridisierung von
mRNS in Eukaryontenzellen geeignet. Der Autor wies darauf hin, daß die
Fluoreszenz von paraformaldehydfixierter Zellen zwar geringer war als von
lebenden Zellen, jedoch das Grundprinzip der Molecular Beacons von der
Fixierung nicht beeinflußt wurde. In der mikrobiellen Ökologie wurden Molecular
Beacons bisher nur für die Differenzierung phylogenetisch verschiedener rRNS-
Sequenzen in Lösung verwendet [SCHOFIELD et al., 1997]. Der Einsatz von
Molecular Beacons für Fluorescence in situ hybridisation (FISH) bei Prokaryonten
war somit erfolgversprechend.
Der Einsatz von Molecular Beacons für FISH in reinen Bakterienkulturen zeigte
Übereinstimmung mit den Ergebnissen für lineare Gensonden, bezogen auf die
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Qualität der fluoreszenzmikroskopischen Bilder. In Gegenwart von Tonmineralen
oder Bodenkomponenten zeigten Molecular Beacons jedoch keinerlei Vorteile
gegenüber linearen Sondentypen. Der Grund lag vermutlich nicht in dem
Versagen der Eigenschaft, bei unspezifischer Bindung die Fluoreszenz molekül-
intern zu quenchen, sondern vielmehr in der Quantität der unspezifischen Bin-
dung. In der Literatur [CHRISTENSEN et al., 1999] wurde gezeigt, daß die unspezi-
fische Bindung linearer 16S-rRNS Sonden hauptsächlich auf die Interaktion des
angekoppelten Farbstoffes mit den Bodenkomponenten zurückzuführen war. Für
Molecular Beacons würde das dann ebenfalls gelten. Alternativ könnte auch eine
unspezifische Bindung das Molecular Beacon aufbiegen, wenn die
Bindungsenergien entsprechend hoch wären. Die Verwendung von 7 mittels ver-
schiedener Farbstoffe modifizierten Molecular Beacons brachte jedoch keinen Un-
terschied in der Qualität der fluoreszenzmikroskopischen Bilder. Das Problem der
unspezifischen Bindung lag vermutlich in der Dichte der Molecular Beacons auf
den Tonmineralen und war somit nicht durch die freie Wahl eines Farbstoffes zu
lösen. Da die kovalent gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe der Molecular Beacons
strukturelle Ähnlichkeit mit den freien Fluoreszenzfarbstoffen haben, ist somit
auch ihr Adsorptionsvermögen an Tonmineralen ähnlich. Da Molecular Beacons
nicht völlig unsichtbar sind, wenn sie in geschlossener Form vorliegen, sondern
ein Signal:Rauschverhältnis von 20:1 bis 900:1 [TYAGI et al., 1998] aufweisen,
ist das Restfluoreszenzsignal gebundener Molecular Beacons abhängig von der
Dichte der Sonde.
Eine Weiterentwicklung der Beacon Technologie wäre die Verwendung eines
Molecular Beacons mit zwei verschiedenen Fluorophoren, z.B. Edans und eines
Fluoresceinderivates. Diese Molecular Beacons wären zweifarbig, d.h. sie würden
bei Anregung mit UV Licht grün fluoreszieren, wenn sie in der geschlossenen
Form vorlägen, etwa bei unspezifischer Bindung oder frei in Lösung. Der FRET
zwischen Edans und dem Fluoresceinderivat fände statt. Damit könnte auch die
Frage geklärt werden, ob die unspezifische Bindung ein Problem der Anhäufung
geschlossener Molecular Beacons darstellt oder nicht, siehe vorigen Absatz. Bei
einer Hybridisierung mit der Oligonukleotidzielsequenz wäre der FRET zwischen
beiden Farbstoffen aufgehoben und das Molecular Beacon würde bei
entsprechender Anregung blau fluoreszieren.
Eine ähnliche Möglichkeit, bei der eine Differenzierung zwischen der unspezi-
fischen und der spezifischen Fluoreszenz aufgrund der Farbe möglich erschiene,
wäre die parallele Verwendung von zwei farblich verschiedenen linearen Sonden
anstelle von Molecular Beacons mit entgegengesetzten Sequenzen, etwa.
Eub338 und nonEub338. Als Fluorophor müßten dann jeweils zwei Farbstoffe „in
Reihe“ verwendet werden. Auch hier würde z.B. Edans und ein Fluorescein-
derivat zum Einsatz kommen, jedoch für die jeweilige Sonde verschiedene
Derivate mit unterschiedlichem Emissionsspektrum. Beide Sonden könnten
dadurch mit UV Licht angeregt werden und würden dann z.B. grün und rot
fluoreszieren. Da beide Sonden chemisch fast identisch wären, würden sie auch
etwa gleich stark unspezifisch gebunden und bei einem stöchiometrischen
Verhältnis von 1 : 1 in der Mischfarbe gelb fluoreszieren. Die spezifische
Bindung, eingestellt durch stringente Bedingungen, wäre dann entweder grün
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oder rot. Durch eine geschickte Auswahl der Farbstoffe mit geringem Crosstalk,
wäre eine Differenzierung aufgrund der Farbe möglich. Gegenüber der Variante
mit Molecular Beacons hätte diese Variante den Vorteil, daß sie preisgünstiger
wäre. Einige Firmen benutzen diese Sonden mit Farbstoffen in Reihe für ihre
Sequenzierautomaten. Dabei werden 4 verschiedene Fluoresceinderivate in
Kombination mit Edans eingesetzt, die jetzt nur noch mit einem statt mit 4
Lasern angeregt werden müssen. Somit wäre die gleichzeitige Detektion von
zwei physiologisch verschiedenen Stämmen bei einer gemeinsamen
Anregungswellenlänge möglich.
Die zugrundeliegende Technik der Molecular Beacons, der Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfers (FRET), siehe Kap. 3.3.2.2, bietet also noch viele
Möglichkeiten für zukünftige Entwicklungen, welche sicherlich durch Entwicklung
neuer Sondenfarbstoffe vorangetrieben werden.
6.2.4 Der Total SYBR Count
Der Farbstoff SYBR war in der Literatur als überlegene Alternative gegenüber
DAPI und AO zur Erfassung der zählbaren Zellen für marine Proben [FUHRMANN et
al., 1998; LEBARON et al., 1998 (I); MARIE et al., 1997; MARIE et al., 1999;
SUZUKI et al., 1998] beschrieben worden. WEINBAUER et al. (1998) setzten ihn zur
Erfassung der zählbaren Zellen in Boden- und Sedimentproben ein. Das Protokoll
der Autoren wurde in dieser Arbeit sowohl unverändert als auch leicht modifiziert
eingesetzt. Der Farbstoff SYBR fluoreszierte Grün, wenn er an DNS gebunden
war. Zudem amplifizierte sich die Fluoreszenzintensität bei Bindung an DNS.
MYERS et al. (1998) machten sich diese Vorteile zunutze, um die Zelldichte von
tierischen Zellkulturen in Mikrotiterplatten mittels SYBR zu messen.
Uneingeschränkt tauglich ist der Farbstoff SYBR für die Erfassung der zählbaren
Zellen in wässrigen Proben, welche nur geringe Konzentrationen von
anorganischen und organischen Partikeln enthalten, wie z.B. Trinkwasserproben.
Der Vorteil der spezifisch grünen Fluoreszenz bei Bindung an DNS wurde dadurch
zunichte gemacht, daß das Spektrum des Emissionslichtes, welches von der
unspezifischen Bindung an Partikeln ausging, ebenfalls einen intensiven grünen
Anteil besaß. Zwar fluoreszierten solche Partikel Gelb, jedoch so intensiv, daß sie
bei Extraktion der roten Fluoreszenz etwa die gleiche Intensität besaßen, wie sie
von Bakterien ausging. Eine Aufarbeitung im HSI Farbraum erbrachte keine
weitere Verbesserung, obwohl Grün und Gelb in diesem Farbraum eigentlich
unterschiedliche Farbwerte haben. Vermutlich waren die Farben doch komplexer,
als es das menschliche Auge zu erfassen vermochte.
Mittels Nukleinsäurefarbstoffen konnten nur Zellen erfaßt werden, welche noch
Nukleinsäuren enthielten. ZWEIFEL und HAGSTRÖM (1995) definierten Nucleoid-
enthaltene Zellen als aktive oder reaktivierbare Zellen und Nucleoid-freie Zellen
als inaktive Zellen oder Ghosts. Diese Einteilung in zwei Kategorien ist sinnvoll,
da bei in situ Beobachtungen die Erfassung der potentiell aktiven Zellen
erwünscht ist [KARNER and FUHRMANN, 1997; ZWEIFEL and HAGSTRÖM, 1995], um
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z.B. spezifische Stoffwechselleistungen berechnen zu können. Mittels des Total
SYTOX Count wurden, im Gegensatz zu DAPI, keine Ghosts angefärbt, da auch
keinerlei Fragmente von Zellen auf den fluoreszenzmikroskopischen Bildern
erkennbar waren. Bei Formaldehyd-fixierten Zellen konnte DAPI an aktivierten
Zellmembrankomponenten binden [ZWEIFEL and HAGSTRÖM, 1995] und so
Fragmente von Zellen sichtbar machen.
6.3 Gemeinsame Erfassung der zählbaren Zellen und
der spezifischen Aktivität
Mit dem Ziel, eine Kombinationsmöglichkeit aus der Gesamtzellzahlbestimmung
und der Bestimmung der bakteriellen Aktivität zu finden, wurden bakterielle
Aktivitätsuntersuchungen zunächst isoliert durchgeführt.
6.3.1 Fluorescence in situ Hybridisation (FISH)
Die Erfassung von Bakterien in Bodenproben [AMANN and KÜHL, 1998;
CHRISTENSEN et al., 1999] war bisher limitiert durch die Nachweisgrenze des
schwachen Fluoreszenzsignals inaktiver Bakterien und unspezifische Bindung der
Sonden an Bodenkomponenten. Durch Einsatz des Total SYTOX Counts in
Verbindung mit FISH kann dieses Problem gelöst werden, da Nukleinsäure-
enthaltende Bakterien durch den Kontrastfarbstoff SYTOX GREEN markiert
werden und eine genaue Zuordnung von Bakterien-assoziiertem Sondensignal
und dem Sondensignal, verursacht durch unspezifische Bindung an Boden-
komponenten, möglich ist. Der Einsatz einer digitalen Bildverarbeitung
vereinfachte die Auswertung fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen erheblich.
In der vorliegenden Arbeit wurde für Pseudomonas fluorescens gezeigt, daß sich
der RNS Gehalt und die korrespondierende Fluoreszenzintensität mit anhaltendem
Energie- und Kohlenstoffmangel drastisch verringern (Kap. 5.1.4.1.2). Die
ermittelten Werte von durchschnittlich 70 fg RNS/Zelle für den Gesamt RNS
Gehalt von exponentiell (µ=0,4 h-1) wachsenden Zellen und 0,5 fg/Zelle für
gehungerte Zellen (1000 h Kohlenstoff- und Energiemangel) decken sich mit den
Werten anderer Autoren [KRAMER and SINGLETON, 1992].
In Zusammenarbeit im Rahmen einer Diplomarbeit von POSCHEN (2000) konnte
gezeigt werden, daß die FISH-Technik sich sehr gut zum Messen der
Wachstumsaktivität39 von Bakterien eignet, da sich der RNS-Gehalt und die
kumulierte Fluoreszenzintensität von 16S-rRNS Sonden im zeitlichen Verlauf sehr
ähneln (Abb. 61).
                                   
39 Entkopplung oder hoher Stress kann zu einem hohen metabolischen Umsatz führen, ohne ein
hohes RNS-Niveau zu erreichen. Daher sind diese Werte nur für den hier untersuchten Hunger-
stress zu verstehen.
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Abb. 61 Durchschnittlicher RNS-Gehalt/Zelle und kumulierte Fluoreszenzintensität/Zelle als
Funktion des Kulturalters. Kumulierte Fluoreszenzintensität bedeutet, daß die Bildpunkte einer
Zelle aufaddiert wurden, um den Gehalt an Fluoreszenz zu messen.
Bei niedrigem rRNS Gehalt der Zellen näherte sich das Signal der 16S-rRNS
Sonde immer mehr dem Level der Hintergrundfluoreszenz, so daß für Zellen mit
einem geringen Ribosomengehalt von nur etwa 2500 [KERKHOF and WARD, 1993]
die Verwendung eines Kontrastfarbstoffes notwendig wurde. Dafür wurde der
Total SYTOX Count eingesetzt. Die FISH Technik stellt ein Werkzeug dar, um die
Wachstumsaktivität zumindest heterotropher Bakterien zu erfassen. Durch
gezielte Auswahl der Sondensequenz ist es zudem möglich, phylogenetische
Unterschiede innerhalb einer Umweltprobe zu untersuchen [ALFREIDER et al.,
1996; BOYE et al, 1995; LOGE et al., 1999].
6.3.2 Aktivitätsfarbstoffe und Farbstoffe mit Abhängigkeiten von
Membraneigenschaften
CTC
Färbungen mit dem Substratanalogon CTC wurden in der Literatur bereits häufig
zum Nachweis dehydrogenaseaktiver Zellen in Umweltproben eingesetzt [KARNER
and FUHRMAN, 1997; OLTMANNS, 1996; POSCH et al., 1997; RODRIGUEZ et al.,
1992]. Das Anfärben von Pseudomonas putida mit dem Fluoreszenzfarbstoff
CTC verlief problemlos. Aktive Bakterien zeigten eine intensive Rotfluoreszenz.
Die Auswertung mittels digitaler Bildverarbeitung, modifiziert nach POSCH et al.
(1997), zeigte zudem, daß eine Vielzahl von Zellen mehr als 2 Formazankristalle
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enthielten und somit die Anzahl der Fluoreszenzmarkierungen durch einzelne
Formazankristalle nicht für die Erfassung der zählbaren Zellen herangezogen
werden konnte, sondern daß es eines Kontrastfarbstoffes bedurfte.
Die Markierungstechnik für dehydrogenaseaktive Zellen mittels CTC konnte aus
zwei Gründen nicht mit dem Total SYTOX Count kombiniert werden : Erstens
mußten die Zellen für den enzymatischen Umsatz von CTC zu CTF noch leben,
was aber durch den Fixierungsschritt im Protokoll des Total SYTOX Counts nicht
möglich war, und zum Zweiten war der Crosstalk zwischen SYTOX GREEN und
CTF zu stark, als das die beiden Signale noch hätten getrennt werden können.
SYTOX GREEN
Der Fluoreszenzfarbstoff SYTOX GREEN wurde in der Literatur zur Detektion
membrangeschädigter Zellen beschrieben [MORTIMER et al., 2000; ROTH et al.,
1997; VELDHUIS, 1997] und sollte lebende Zellen nicht anfärben [VELDHUIS,
1997]. LEBARON et al. (1998 (II)) stellten die Universalität dieses Farbstoffes zur
Detektion von membrangeschädigten Zellen zur Diskussion, weil zum Einen ein
großer Teil von Zellen in der marinen Umwelt als Ghosts (d.h. als leere Zellhüllen)
vorliegen [ZWEIFEL and HAGSTRÖM, 1995] und zum Anderen weil der DNS Gehalt
von Bakterien in verschiedenen Wachstumszuständen stark variiert und damit die
Unterscheidung von SYTOX positiv gefärbten Zellen gegenüber SYTOX negativ
gefärbten Zellen erschwert.
Die Tatsache, daß verschiedene Gattungen von Bakterien verschiedene Durch-
lässigkeiten für SYTOX GREEN haben könnten, fand in der Literatur hingegen
noch keine Beachtung, ist aber entscheidend für die Bewertung von SYTOX
GREEN Färbungen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, daß alle untersuchten Zellen,
permeabilisiert mittels der Verfahrensschritte des Total SYTOX Count, ein
SYTOX positives Signal lieferten, siehe Kap. 5.1.2.1.1. Allerdings zeigten
Bakterien der Gattung Pseudomonas auch ein SYTOX positives Signal ohne
vorherige Permeabilisierung und erweckten den Eindruck, daß alle Zellen einer
wachsenden Population membrangeschädigt wären. Somit kann die SYTOX
Nativ Färbung nur eingesetzt werden in Proben, von denen man weiß, welche
Bakteriengattungen darin enthalten sind. Umgekehrt zeigten Zellen von Ralstonia
eutropha, welche Konzentrationen von 2,4-DCP ausgesetzt waren, die
membranschädigend wirken sollten, keinerlei Erhöhung des Anteils SYTOX
positiver Zellen. Der Anteil SYTOX positiver Zellen war sogar geringer als bei
einer Fructosekultur. Es muß generell überprüft werden, ob für eine
Bakteriengattung die Anzahl SYTOX positiver Zellen als Monitor für die zu
überprüfende Membranintegrität tauglich ist. Für Umweltproben mit unbekannter
Zusammensetzung der Biozönosengemeinschaft ist die SYTOX Nativ Färbung
unbrauchbar.
Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Kombination aus der Gesamtzellzahl-
bestimmung und der Bestimmung der bakteriellen Aktivität, wurden
Aktivitätsuntersuchungen routinemäßig nicht in den Modellsystemen durch-
geführt. Die Gesamtzellzahlbestimmung mittels des Total SYTOX Counts ließ
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sich nur mittels FISH unter Verwendung bestimmter Filtersätze und Farbstoffen
kombinieren, welche nicht routinemäßig zur Verfügung standen.
6.4 Wechselwirkung zwischen Bakterien, Schadstoffen
und (modifizierten) Tonmineralien
Ziel der Untersuchungen war die Darstellung möglicher Wechselwirkungen
zwischen Tonmineralen, Bakterien und Schadstoffen. Die mikrobiologischen
Fragestellungen hatten dabei Vorrang vor den physikochemischen Fragestel-
lungen. Insbesondere die Wechselwirkung zwischen Bakterien und an Tonminer-
alen adsorbierten Schadstoffen stand im Vordergrund. Inwieweit beinflussen
schadstoffbeladene Tonminerale die Aktivität der Mikroorganismen ? Können
Tonminerale eine Senke für anthropogen eingetragene Schadstoffe darstellen ?
Diese Fragestellungen sollten im Rahmen von zwei Fallbeispielen beantwortet
werden.
6.4.1 Wechselwirkungen zwischen Bakterien, Tonmineralen und
Schadstoffen
Ausgewählte Bodeninhaltsstoffe
In Böden sind die meisten der Mikroorganismen mit Bodenpartikel assoziert,
wobei mehr Bakterien an Tonminerale als an Sand oder anderen Boden-
komponenten angeheftet sind [PAUL, 1989]. Zudem besitzen Tonminerale große
Oberflächen, die acido-basische Eigenschaften haben und katalytisch wirken
können [FILIP, 1979]. DANIS et al. (1998) zeigten, daß Chlorphenole in
Anwesenheit von Aluminiumphosphat-assoziiertem Montmorillonit katalytisch
abgebaut wurden. Das Tonmineral Montmorillonit stimulierte das Wachstum von
Mikroorganismen durch Pufferung des pH Wertes oder schützte Bakterien vor
Protozoenfraß [HEYNEN et al., 1988] oder Virusbefall [JANNASCH et al., 1972],
indem die Tonpartikel eine schützende Hülle um das Bakterium bilden. Bentonit
und seine aufgereinigte Form, der Montmorillonit, wurden wegen der vielen zu
erwartenden Einflüsse auf die Bakterien als eine definierte Bodenkomponente in
die Modellsysteme für das PAK- und für das Chloraromatenprojekt
aufgenommen. Eben durch die vielfältigen möglichen Einflüsse von
Montmorillonit bleibt der Modellcharakter der Untersuchungen in Anlehnung an
natürliche Habitate weitestgehend erhalten.
Interaktion zwischen Schadstoff und abbauendem Bakterium
Für das PAK Projekt fiel die Wahl auf Peudomonas putida (DSMZ Nr. 8368), weil
dieser Organismus Phenanthren als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen
konnte. Phenanthren ist als Leit-PAK in der Environmental Protection Agency
geführt, Untersuchungen bezüglich seiner Bioverfügbarkeit für mikrobiellen Ab-
bau besitzen umweltpolitische Bedeutung. Die Wasserlöslichkeit von Phenan-
Diskussion
                                                                                                                               
142
thren liegt mit 0,83 mg/l in einem Bereich, der biomassebezogene Unter-
suchungsmethoden gerade noch zuläßt. Für das Chloraromatenprojekt fiel die
Wahl auf 2,4-DCP als Modellschadstoff und Ralstonia eutropha als abbauendes
Bakterium, da 2,4-DCP wegen seiner physikochemischen Beschaffenheit
(Feststoff, mäßig giftig) gut handhabbar war und Ralstonia eutropha mit 2,4-DCP
als alleiniger Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen konnte. 2,4-DCP besaß
jedoch einen Doppelcharakter, weil es zum Einen als Substrat (bis 50 mg/l) und
zum Anderen als Gift (ab 50 mg/l) auf die Bakterien einwirkte, die 2,4-DCP als
alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle nutzten (Kap. 5.3.2).
Wichtig für die Auswahl des abbauenden Bakteriums war, daß Ralstonia
eutropha keine Vitaminsupplementierung benötigte, was die Untersuchung einer
möglichen Wechselwirkung zwischen Vitaminen und Tonmineralen überflüssig
machte und die physikochemischen Untersuchungen erleichterte. Der
gewünschte Effekt der Substratinhibition von 2,4-DCP für Ralstonia eutropha
war deutlich und reproduzierbar (siehe Kap. 5.3.2.1). Diejenige Konzentration
von 2,4-DCP, bei welcher der höchste Biovolumenzuwachs gefunden wurde, war
ausreichend, um mehrere Zellteilungen zu beobachten. Dieser Punkt war wichtig,
um Wachstum in situ mittels des Total SYTOX Counts erfassen zu können.
Untersuchung von Wachstumsparametern beim Abbau von PAH
Die Anfangszellzahl für die Wachstumsversuche wurde auf 106 Zellen/ml einge-
stellt. Diese Zellzahl erscheint angesichts der eingesetzten geringen Substratkon-
zentration relativ hoch, entspricht aber etwa der niedrigsten Konzentration, die
mit dem elektronischen Partikelzähler noch mit ausreichender Genauigkeit meß-
bar ist. Auch die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen konnten in diesem Kon-
zentrationsbereich noch durchgeführt werden, ohne daß die Biomasse zusätzlich
vor der Messung aufkonzentriert werden mußte.
Bei relativ schwerlöslichen PAK wie bei Phenanthren ist die Wachstumsrate µ
(0,18 h-1) vergleichbar mit der Rate für 1 mg/l Naphthalin (0,15 h-1) [ROHLAND,
1999]. Während mit steigender Konzentration von Naphthalin die Wachstums-
rate noch steigern läßt, ist für Phenanthren mit der eingesetzten Konzentration
von 1 mg/l die Grenze für die Wasserlöslichkeit erreicht. Eine höhere
Wachstumsrate ist daher auf Phenanthren nicht mehr erreichbar, denn die
Wachstumsrate ist dann nur noch von der Rücklöserate des Phenanthrens aus
der kristallinen Phase abhängig, sofern eine vorliegt.
Mittels der in dieser Arbeit entwickelten in situ Nachweismethode des Total
SYTOX Counts von Bakterien in Gegenwart von Tonmineralen war es möglich,
Zellverluste von 2 x 105 Bakterien/ml in Gegenwart von 106 Bakterien/ml und 2
g/l Tonmineral zu erfassen. Dies war mit den herkömmlichen Färbeverfahren
nicht möglich und summarische Parameter wie Respiromerie hätten eine
Zellverlust nicht anzeigen können.
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Wechselwirkungen zwischen PAK, Tonmineralen und Bakterien
Vorangegangene Studien über den Effekt von Tonmineralien auf den Abbau und
die Bioverfügbarkeit von PAH zeigten, daß Tonminerale und Tonmineral/Humin-
säurekomplexe aufgrund der Adsorption der PAK [ALEXANDER, 1994] die
Bioverfügbarkeit beeinflußten [ORTEGA-CALVO and SAIZ-JIMENEZ, 1998]. Inwieweit
Bakterien in der Lage sind, gebundene PAK zu verwerten, ist in der Literatur
nicht eindeutig festgeschrieben. CROCKER et al. (1995) zeigten, daß Bakterien in
der Lage sind, gebundene PAK abzubauen, GUERIN und BOYD (1992) fanden
heraus, daß die Bioverfügbarkeit gebundener PAK speziesabhängig ist und nicht
verallgemeinert werden kann. Jedoch wurden alle diese Untersuchungen nicht
mit aufgereinigten Tonmineralen durchgeführt. Inwiefern PAK an reine Tonminer-
ale binden, wurde bisher nicht untersucht.
Die Untersuchung der Adsorption von Phenanthren an hochgereinigtem
Montmorillonit hat erstmalig gezeigt, daß von Montmorillonit alleine keine
Adsorptionskapazität ausgeht, sondern daß organische Moleküle an der
Oberfläche des Montmorillonits für die adsorptiven Eigenschaften gegenüber
hydrophoben Substanzen verantwortlich sind. Im Vergleich zu dem
Ausgangsstoff Bentonit ist die Adsorptionskapazität von hochgereinigtem
Montmorillonit um mehrere Größenordnungen geringer und liegt im Bereich der
Meßungenauigkeit der verwendeten Analytik, siehe Kap. 5.2.1. Der
Aufarbeitungsgrad des eingesetzten Tonminerals ist also von entscheidender
Bedeutung für Sorptionsexperimente.
In der Literatur fand sich kein einheitliches Protokoll für die Aufarbeitung des
verwendeten Tonminerals vorhanden. So verwenden LAOR et al. (1999) einen
Montmorillonit, dessen organische Bestandteile nicht durch einen
Oxidationsschritt mittels Wasserstoffperoxid entfernt worden sind, wie es im
Gegensatz dazu in dieser Arbeit nach LAGALY und JASMUND (1993) geschehen ist.
LAOR et al. (1999) zeigten, daß 34,4 % des eingesetzten Phenanthrens an
Montmorillonit adsorbiert, mit gereinigtem Montmorillonit sind in der vorliegenden
Arbeit hingegen nur 0,05 % adsorbiertes Phenanthren gemessen worden,
während Bentonit 99 % adsorbierte, siehe Kap. 5.2.1.2.
Die Randbedingungen in den beiden Experimenten der zuvor zitierten Autoren
und in der vorliegenden Arbeit waren dabei sehr ähnlich, was Tonmineral-
konzentration und Phenanthrenkonzentration in den Adsorptionsansätzen anging.
Es ist also davon auszugehen, daß das von LAOR et al. (1999) eingesetzte
Tonmineral noch organische Verunreinigungen enthielt. ALEXANDER (1994) hatte
gezeigt, daß die Adsorptionskapazität eines Tonminerales abhängig ist von der
Menge der anhaftenden organischen Substanz und daß die Adsorptionskapazität
in Abhängigkeit von der Dauer einer Wasserstoffperoxidbehandlung exponentiell
abnimmt. MAGDALINIUK et al. (1995) arbeiteten Montmorillonit des gleichen
Ursprungs wie LAOR et al. (1999) auf, trennten jedoch die schwereren
Tonpartikel mittels Zentrifugation ab, wie auch in der vorliegenden Arbeit
durchgeführt (siehe Kap. 4.6.1.2.1) und kamen zu dem Ergebnis, daß Naphthalin
nicht an Montmorillonit adsorbiert.
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Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Adsorptionsexperimente haben
deutlich und reproduzierbar gezeigt, daß Phenanthren nicht an reinem
Montmorillonit bindet. Die Konsequenz aus dieser Aussage liegt darin, daß
Tonminerale, welche für Adsorptionsstudien mit organischen Stoffen wie
Huminsäuren [GUERIN and BOYD, 1997; LAOR et al., 1998] oder Kationtensiden
[HERMOSIN and CORNEJO, 1992; MONTGOMERY et al., 1988; NEY et al., 1994]
modifiziert werden, in aufgereinigter Form verwendet werden sollten, um die
erzielte erhöhte Adsorptionskapazität allein der organischen Modifikation zuord-
nen zu können.
Die alte Streitfrage, ob gebundene Schadstoffe abgebaut werden können
[CROCKER et al., 1995; GUERIN and BOYD, 1992; KYOUNGPHILE and ALEXANDER,
1998] oder nur frei in Lösung befindliche Schadstoffe abgebaut werden können
[LAOR et al., 1999], wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet, da in
dem untersuchten Modellsystem keine Sorption auftrat und somit auch kein
direkter oder indirekter Einfluß der Tonmineraloberfläche auf die mikrobielle
Aktivität zu erwarten gewesen wäre. Die Arbeitshypothese des PAK Projektes
„Bakterieller Umsatz von Fluoranthen und Phenanthren in Gegenwart
ausgewählter Bodeninhaltsstoffe unter partiell simulierten Umweltbedingungen“,
welche besagt, daß reine Tonminerale anthropogen eingetragene PAK
akkumulieren und so eine Senke für diese Schadstoffklasse darstellen, ist
widerlegt worden.
Die Ergebnisse aus dem untersuchten Modellsystem haben grundlegende Fragen
der Bindung von Schadstoffen an ausgesuchten Bodenkomponenten beantwortet
und sind sicherlich auf natürliche Habitate übertragbar. Die mikrobiologischen
Untersuchungen zum Abbau von Spurenmengen PAH, welche in Zusammen-
arbeit mit der von mir betreuten Diplomarbeit von ROHLAND (1999) durchgeführt
worden sind, haben die Grenzen der vorhandenen Analytik aufgezeigt.
Wechselwirkungen zwischen Chloraromaten, Tonmineralen und Bakterien
Das Chloraromatenprojekt wurde nach biotechnologischen Fragestellungen hin
untersucht, grundlagenorientierte Fragestellungen wie sie im PAK-Projekt
vorkamen, standen nicht im Vordergrund. Eingebettet in das HGF
Strategiefondsprojekt „Systemintegrierte Umweltbiotechnologie zur Sanierung
von organisch und anorganisch belasteten Grund- und Oberflächenwässern“,
Teilprojekt 2 : „Grundlagen zur mikrobiologisch-technischen in situ Sanierung
eines mit Chlororganika kontaminierten Grundwasserleiters im Raum Bitterfeld“
sollten Sorptionsprozesse und biologischer Abbau von Chlororganika anhand
eines Modellsystems untersucht werden. Die Verwendung von kationtensid-
modifiziertem Tonmineral als Adsorbens wurde bereits von MONTGOMERY et al.
(1988), HERMOSIN und CORNEJO (1992), NYE et al. (1994), GUERIN und BOYD
(1997) beschrieben. Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Modellsystem
lehnte sich an die Bedingungen der in der Literatur beschriebenen Modellsysteme
an.
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Erste Ergebnisse von Wachstumsversuchen auf Fructose in Gegenwart von DTA-
MM zeigten keinerlei negativen Einfluß auf den Zellertrag, weshalb davon
ausgegangen wurde, daß die Kationtenside auf der Tonmineraloberfläche stabil
gebunden seien. Untersuchungen zur Bestimmung freien Tensides in rein
wässrigen DTA-MM Suspensionen zeigten zudem nur geringe Mengen an freiem
Tensid.
Wachstumsversuche auf 2,4-DCP in Gegenwart von DTA-MM führten im Verlauf
eines Versuches zu einem geringen, mittels Fluoreszenzmikroskopie und Total
SYTOX Count meßbaren Zellverlust. Diese Tatsache war erstaunlich, da R.
eutropha unter gleichen Bedingungen mit Fructose als Substrat keinerlei
Zellverlust zeigte, verglichen mit Kontrollen ohne DTA-MM und in Kontrollen mit
2,4-DCP ebenfalls anwuchs.
Ein wachstumshemmender Effekt, welcher von Kationtensiden ausging, wurde in
der Literatur bereits beschrieben [NYE et al., 1994]. Die Autoren zeigten, daß
Kationtenside, welche frei in Lösung vorlagen in Abhängigkeit von der
Komplexität des Substrates (Glucose, 2,4-D, PAK) eine gesteigerte Hemmung
des Wachstums sowie des Abbaus verursachten. In Kap. 5.3.2.2 wurde gezeigt,
daß die Tensidempfindlichkeit beim Abbau von Fructose geringer war als beim
Abbau von 2,4-DCP. NYE et al. (1994) fanden die gleichen Effekte für Glucose
und 2,4-D. In der vorliegenden Arbeit trat interessanterweise die Wachstums-
hemmung beim Abbau von Fructose nur dann auf, wenn das Tensid frei gelöst
zugegeben wurde, d.h. aus einer Tensidstammlösung heraus. In Gegenwart von
DTA-MM, von dem eine hemmende Konzentration von DTAB ausging, siehe Kap.
5.3.2.3, fand keine Wachstumshemmung statt. Offensichtlich ging von dem
Tonmineral eine der Tensidwirkung entgegengesetzte schützende Wirkung auf
die Bakterien aus, allerdings wurde dieser Effekt nur beim Abbau von Fructose
beobachtet, nicht beim Abbau von 2,4-DCP. Schützende Effekte für Bakterien,
welche von den Tonmineralen ausgehen können, wurden von FILIP (1979)
dokumentiert. Inwieweit sich tensidbedingte Schädigungen durch Zugabe von
Tonmineral kompensieren lassen, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.
Tenside dispergieren Cytoplasmamembranen [KOSSWIG und STACHE, 1993]. Die
cytoplasmatische Membran der Bakterien besteht aus Phospholipiden, die an
Proteine komplex gebunden sind. Die Lipidschicht stellt einen asymmetrischen
bimolekularen Film aus Triglyceriden und Phospholipiden dar, deren hydrophobe
Enden nach innen weisen, und deren hydrophile Enden nach außen, den
Proteinschichten zugekehrt. Es kann davon ausgegangen werden, daß Tenside
auf die Membranlipide solubilisierend wirken, wenn sie auf der Zelloberfläche
eine hierfür erforderliche Mindestkonzentration errreicht haben. Auf diese Weise
entstehen in der Membran Öffnungen, die den Austritt von Cytoplasma
ermöglichen [DENYER et al., 1991]. Die Abhängigkeit der Wachstumshemmung
von der Tensidkonzentration wurde in Kap. 5.3.2.2 dargestellt.
GUERIN und BOYD (1997) verwiesen in ihren Experimenten ebenfalls auf die
Tatsache, daß desorbiertes Tensid toxisch wirke und setzten deshalb vor der
Verwendung des modifizierten Tonminerals ein tensidabbauendes Bakterium ein,
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welches das verwendete Tensid als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle
nutzen konnte. Sie beschrieben aber nicht, wie sie die Bakterien nach der
Inokulation entfernten. Desweiteren traten bei den Autoren auch im Nachhinein
noch toxische Effekte auf, da die ionische Bindung der Kationtenside an der
Tonmineraloberfläche eine Gleichgewichtsreaktion darstellt und somit Tensid von
der Oberfläche desorbiert, wenn sich die Konzentration in Lösung verringert.
GUERIN und BOYD (1997) konnten durch Zugabe von reinem Tonmineral die
Konzentration des freien Tensides in Lösung verringern. Dadurch wurde jedoch
die Belegungsdichte der Tonminerale mit Kationtensid, bezogen auf das gesamte
in dem System vorhandene Tonmineral, vermindert. Diese Effekte zeigten auch
NYE et al. (1994), indem sie für die Abbauversuche verschieden stark mit
Kationtensid belegtes Tonmineral einsetzten. Dabei bezogen sich die Autoren auf
die Ionenaustauschkapazität CEC und benutzten 30 %ig und 70 %ig belegtes
Mineral. Die Hemmung war bei dem 30 %igen Material zwar geringer, aber noch
deutlich meßbar, was darauf hindeutete, daß auch bei einer nicht vollständigen
Belegung aller Bindungsplätze durch Kationtensid von der Tonmineraloberfläche
Kationtensid desorbieren kann. CROCKER et al. (1995) benutzten für ihre
Abbauversuche in Gegenwart von kationtensidmodifiziertem Tonmineral nur 50
%ig belegtes Tonmineral, um toxische Effekte durch freiwerdendes Tensid zu
vermeiden. Die Autoren sprechen zwar nicht aus, daß 100 %ig mit Kationtensid
belegtes Tonmineral instabil ist, empfehlen jedoch nicht dessen Einsatz. Damit
wäre der Einsatz von kationtensidbelegtem Tonmineral in Modellsystemen,
welche Bakterien enthalten, die auf diese Tensidklasse empfindlich reagieren,
generell nicht möglich. In der natürlichen Umwelt könnte die Hemmung freien
Tensides dadurch aufgehoben werden, daß die löslichen Tenside entweder an
Bodenkomponenten gebunden werden, oder durch das Porenwasser stark
verdünnt werden. Allerdings besteht auch die Gefahr, gerade für den
technologischen Einsatz, wie er in Bitterfeld geplant ist, daß Kolloide aus
Tensiden und anorganischen Komponenten verstärkt Schadstoffe solubilisieren
und in Gebiete weit außerhalb des eigentlich zu sanierenden Kerngebietes
transportieren. Zudem ist nichts bekannt über die Tensidempfindlichkeit der
autochthonen Flora. Sie könnte empfindlich gestört werden. NYE et al. (1994)
untersuchten die Aktivität heterotropher Mikroorganismen in Böden, welchen
Kationtenside zugesetzt wurden. Gram- Bakterien reagierten generell empfind-
licher auf das Tensid als Gram+ Bakterien und Sporen waren unempfindlicher als
vegetative Zellen. Einige der Bodenisolate wurden schnell durch das Kationtensid
abgetötet.
Es hat sich gezeigt, daß die Zusammenwirkung der im einzelnen untersuchten
Komponenten des Modellsystems zu anderen Ergebnissen geführt hat, als man
es erwartet hatte. Gerade die Abhängigkeit der Wachstumshemmung von der
Komplexität des verwendeten Substrates, wie sie NYE et al. (1994) für reale
Böden gefunden hat, zeigt deutlich, daß auch artifizielle Systeme Bedingungen
simulieren können wie sie in natürlichen Habitaten auftreten. Das untersuchte
Modellsystem stellt somit eine gute Ausgangsbasis für weitere Untersuchungen
zur Wechselwirkung Schadstoff-Bakterien und modifiziertem Tonmineral dar,
wobei einige der Komponenten des Modellsystems durch andere ersetzt werden
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sollten. Somit könnte ein gegenüber Kationtensid unempfindlich reagierendes
gram+ Bakterium verwendet werden.
Zurückkommend auf die dieser Arbeit zugrundeliegende Problemstellung (Kap.
3.6), ist die Frage zu beantworten, inwieweit die in dieser Arbeit präsentierten
Ergebnisse für die Sanierung von Altlasten und für die mikrobielle Ökologie von
Nutzen sein dürften.
Mit dem Total SYTOX Count verfügen man nun über ein offenbar ausreichend
zuverlässiges fluoreszenzmikroskopisches Verfahren zur Bestimmung der
Gesamtdichte bakterieller Populationen in Bodenproben, und zwar in Gegenwart
der nativen Bodenbestandteile. Dies eröffnet zunächst die Möglichkeit, parallel zu
Maßnahmen, die den Schadstoffabbau fördern sollen, dynamische Änderungen
der Bakterienkonzentration in Vertikalprofilen von Altlaststandorten oder von
Lysimetern zu erfassen. Die Ergebnisse solcher Untersuchungen werden die
Optimierung derartiger Sanierungsmaßnahmen auf eine neue Basis stellen
können, die weitaus zuverlässiger ist als die bisher bestimmten Variablen [ALEF,
1997].
Die Kombination des Total SYTOX Count mit Fluorescence in situ Hybridization
(FISH) gestattet darüber hinaus, unter den gleichen technischen Bedingungen
den Anteil wachstumsaktiver Bakterienzellen in der Gesamtpopulation der
zählbaren Bakterien zu messen. Dies ist nicht nur für das Erfassen der
bakteriellen Aktivität während eines Sanierungsverlaufs wesentlich, sondern
auch von mikroben-ökologischen Interesse, weil man so z.B. den zeitlichen
Verlauf von Aktivierungen, Wachstumsschüben, Desaktivierungen usw.
bestimmen kann. Dabei ist durch ergänzende Untersuchungen naturgemäß
festzustellen, welche Verlustraten den Bakterien von ihren jeweiligen
Fressfeinden (insbesondere Nematoden) aufgezwungen werden.
Noch detaillierteren Aufschluss über die Dynamik der Mikrobenpopulationen
verspricht die zusätzliche spezifische Anfärbung bestimmter nativer Schadstoff-
Abbauer mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern (Kap. 6.2.2).
Ein weiteres Eindringen in die Mechanismen des mikrobiellen Schadstoffabbaus
in situ erfordert die Durchführung geeigneter Experimente mit Modellsystemen.
Hierin lassen sich die vor allem in quantitativer Hinsicht noch weitgehend
unbekannten Interaktionen zwischen Bakterien, Schadstoffen, Tonmineralen und
Tensiden untersuchen (Kap. 5.3.2.3). Auch dafür ist die Epifluoreszenz-
mikroskopie (insbesondere der Total SYTOX Count) ein essentielles
Untersuchungsverfahren, das aufgrund der von mir gewonnenen Erkenntnisse
voraussichtlich eine noch größere Bedeutung für die Entwicklung der mikrobiellen
Ökologie gewinnen wird.
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7 Zusammenfassung
Um die Wechselwirkungen zwischen Bakterien, organischen Schadstoffen,
Tonmineralen und Tensiden quantitativ erfassen zu können, wurde wegen der
Unzulänglichkeit anderer Techniken zur Bakterienzählung der Total SYTOX Count
entwickelt. Das neue Verfahren besteht in der standardisierten Färbung der DNS
fixierter Zellen mit dem Farbstoff SYTOX GREEN und der vollautomatischen
Zählung der gefärbten Bakterien im Epifluoreszenz-Mikroskop, gekoppelt mit
speziell angepasster digitaler Bildverarbeitung.
Zum Vergleich mit dem Total SYTOX Count zur Zellzahlbestimmung in Bakterien-
Tonmineral-Gemischen wurden unter gleichen technischen Bedingungen folgende
Farbstoffe eingesetzt: Acridinorange, DAPI, SYTO-Farbstoffe, SYBR, fluoreszenz-
markierte Antikörper bzw. Lectine sowie Molecular Beacons. In keinem Falle
wurde so zuverlässig zwischen Bakterien und Tonmineral-Teilchen unterschieden
wie beim Total SYTOX Count.
Um die Wiederfindungsrate zu bestimmen, wurden Bodenproben (Parabraunerde,
Podsol aus dem Raum Kaldenkirchen) verwendet, die je Gramm Trockensubstanz
ca. 2 x 109 an autochthonen Bakterien enthielten. Nach Einarbeiten von 4 x 109
Zellen von Pseudomonas. fluorescens je Gramm, wurde mit SYTOX Green
gefärbt. Die Wiederfindung betrug bei Auswertung von ca. 7500 Zellen in 30
Bildern 80 ± 40% (Zeitbedarf ca. 10 min). In mit SYBR gefärbten Parallelproben
wurden dagegen nur 35 ± 75 (bis 200)% wiedergefunden, weil die Fluoreszenz
von Bakterien, die an Bodenteilchen angelagert waren, von deren Fluoreszenz
überdeckt wurden. Die Überlegenheit von SYTOX GREEN kommt daher, dass
hiermit angefärbte Zellen bzw. deren DNS nach submaximaler Anregung mit UV-
Licht lebhaft grün fluoreszieren, Tonminerale und Huminstoffe hingegen rot oder
blau.
Der relative rRNS-Gehalt/Zelle lässt sich in bakterienhaltigen Proben zusätzlich
zur Gesamtzahl der zählbaren Zellen bestimmen, wenn man den Total SYTOX
Count mit der Fluorescent in situ Hybridization (FISH) koppelt. Dies wurde an
Reinkulturen von Pseudomonas fluorescens demonstriert. Den Ergebnissen der
Kombinationsmethode zufolge, enthielten diese bei exponentiellem Wachstum
(hier Eichung mit konventioneller Methode) 70 fg RNS/Zelle und nach 1263 h
langem Hungern nur mehr 0,54 fg RNS/Zelle. Dabei ist der rRNS-Gehalt ein
Indikator für Proteinsyntheserate, d.h. für die Wachstumsrate. Voraussetzung für
die Anwendbarkeit von FISH ist die Auswahl eines mit SYTOX GREEN
kompatiblen Sondenfarbstoffs.
Zur besseren Durchführung der SYTOX GREEN-Färbung sowie von FISH wurde
ein neuartiger Färbungsreaktor, der FInStaR, entwickelt und patentiert.
Als Farbstoff mit Abhängigkeit von Membraneigenschaften wurde SYTOX
GREEN auch in der SYTOX Nativ Färbung eingesetzt. Es wurde gezeigt, daß der
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Farbstoff entgegen der Herstellerangabe und Aussagen in der Fachliteratur nicht
universell zur Erfassung von membrangeschädigten Zellen einsetzbar war. Die
Erfassung möglicher Membranschädigungen für Bakterien der Gattung
Pseudomonas war nicht möglich, da diese Gattung anscheinend SYTOX-
permeable Membranen besitzt.
Die entwickelten Methodiken zur quantitativen Detektion von Bakterien sind
anhand von zwei Modellsystemen (A: Pseudomonas putida DSM-Nr.8368,
Phenanthren und Montmorillonit; B: Ralstonia eutropha JMP 134-1, 2,4-DCP und
DTA-MM) in Batchversuchen angewendet worden. Geringe Änderungen der
Bakterienkonzentration in Gegenwart von Tonmineralen, wie sie in beiden
Systemen eingesetzt wurden, sind erfolgreich erfaßt worden.
Für die Reinigung des Tonminerals Montmorillonit (MM) wurde eine verbesserte
Methode entwickelt und angewandt. Dies ermöglichte den überraschenden
Befund, daß reiner MM PAK praktisch nicht adsorbiert. Für die aus der Literatur
bekannte Adsorption von PAK an Tonmineralen sind also darauf zuvor
festgelegte Organika verantwortlich. Demnach stellen reine Tonminerale, wie sie
in der Natur allenfalls in tiefen Sedimentschichten vorkommen, keine natürliche
Senke für diese Schadstoffklasse dar.
Durch Belegung mit dem kationischen Tensid Dodecyltrimethylammoniumbromid
gelang es, die Oberfläche von MM dahingehend zu modifizieren, daß darauf in
signifikantem Umfang 2,4-Dichlorphenol (2,4-DCP) deponiert wurde. Dies
verringerte die primär für Ralstonia eutropha toxische 2,4-DCP-Konzentration
(100 mg/l) auf ein nicht mehr toxisches Niveau (50 mg/l). Durch Anlagerung von
Tensid modifizierte Tonminerale könnten also als Toxin-Puffer dienen und so den
Toxin-Abbau fördern.
Das in der vorliegenden Arbeit präparierte und charakterisierte kationtensid-
modifizierte Tonmineral war jedoch nicht verwendbar, weil in Kombination mit
2,4-Dichlorpenol im Modellsystem eine Lyse der Zellen eintrat. Verursacht wurde
diese durch frei in Lösung vorliegendes Kationtensid, daß sich im Sorptions-
gleichgewicht mit dem Tonmineral befand. Die Desorption von Tensid wurde
nicht durch biologische Prozeße verändert. Das Wachstum auf Fructose wurde
hingegen nicht durch die Menge frei vorliegenden Tensides beeinträchtigt.
Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen neuen Methoden und Ergebnisse
dürften geeignet sein, der weiteren Optimierung von Maßnahmen zur Sanierung
von Altlasten zu nützen.
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8 Anhang
8.1 Ortsraum und Frequenzraum
8.1.1 Ortsraum
Ein digitales Bild wird als zweidimensionale Matrix s(x,y) aufgefaßt. Die einzelnen
Elemente (xi, yj) werden als Pixel bezeichnet, ihr Wertebereich ist die Menge der
darstellbaren Grauwerte. Die Menge der darstellbaren Grauwerte ist durch die
Auflösung der Kamera limitiert, in unserem Fall beträgt sie 256 (0-255).
8.2 Histogramme
Unter einem Histogramm versteht man eine Funktion, in der für jeden Grauwert
die Häufigkeit seines Auftretens im Bild aufsummiert wird. Dies ist sowohl für die
gesamte Bildmatrix s(x,y) als auch für Ausschnitte aus s(x,y) möglich.
8.2.1 Bildschnitte
Bildschnitte sind die einfachste Form eines Histogramms. Der Verlauf der
Grauwertfunktion s(x,y) entlang einer Schnittgeraden wird als Funktion der
Grauwerte über die Pixel der Schnittgeraden dargestellt.
8.3 Frequenzraum, Highpass/Lowpass
Durch Fouriertransformation läßt sich eine Funktion des Ortsraumes in den
Frequenzraum überführen. Die Fouriertransformation zerlegt eine Funktion in ihre
periodischen Anteile. Im Falle eines digitalen Bildes bedeutet dies, daß der
Wellencharakter der Grauwertverläufe sichtbar gemacht wird. Dies ist besonders
hilfreich, um periodisch auftretende Störungen, wie z.B. Interferenzen durch
eingestreute Signale zu ermitteln. Ist die Frequenz der Störung in x- und in y-
Richtung bekannt, so läßt diese sich gezielt eliminieren, ohne die eigentliche
Bildinformation zu stören. Hohe Frequenzen im Frequenzraum entsprechen
sowohl Objektkanten und Linien als auch Rauschen im digitalen Bild. Unter
Rauschen versteht man elektronische Schwankungen periodischer Natur bei
Bilderzeugung und –übertragung, die pixelweise auftreten. Die höchste räumliche
Frequenz, welche in einem Digitalbild auftreten kann, entspricht der Breite von 2
Pixeln [INOUE and SPRING, 1997]. Niedrige Frequenzen im Frequenzraum
entsprechen Helligkeitsschwankungen oder Interferenzen durch eingestreute
Signale im digitalen Bild. Namen von Filteroperationen, wie sie im Ortsraum
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angewendet werden, beziehen sich auf Begriffe und Charakteristika des
Frequenzraumes. Ein Lowpassfilter filtert in einem digitalen Bild hohe Frequenzen
heraus, glättet damit Objektkanten und eliminiert Rauschen. Ein Highpassfilter
filtert in einem digitalen Bild niedrige Frequenzen heraus, er verstärkt damit
Objektkanten und erhöht das Rauschen.
8.4 Farbräume
Ein Farbraum ist ein Standardmodell, um Farben mathematisch darzustellen. Die
gebräuchlichsten Farbräume sind der RGB-Farbraum und der HSI-Farbraum. Der
Rot-Grün-Blau-Farbraum ergibt sich durch die Auftrennung des einfallenden
Lichtes durch ein dichroistisches Prisma. Die Farbe Weiß wird durch additive
Farbmischung aller drei Grundfarben dargestellt, jede andere Farbe ergibt sich
aus der Mischung der Grundfarben. Der Hue-Saturation-Intensity-Farbraum stellt
die Farben nach Farbwert (Hue), Farbsättigung (Saturation) und Farbintensität
(Intensity) dar. Rot und Pink etwa sind zwei verschiedene Sättigungsformen des
Farbwertes Rot. Die Farbe Gelb hat im HSI-Farbraum nur einen Farbwert, im
RGB-Farbraum entsteht sie aus der Addition von zwei Farbwerten, Rot und Grün.
Für das Beispiel von gelb fluoreszierenden Bakterien vor einem rot fluoreszieren-
den Hintergrund ergibt sich für die Bakterien im HSI-Farbraum ein diskreter
Farbwert, im RGB-Farbraum müssen zwei Farbwerte aus zwei Farbkanäle
miteinander verrechnet werden. Der HSI-Farbraum bietet sich überall dort an, wo
Bildinformationen extrahiert werden müssen, welche nicht Rot, Grün oder Blau
sind oder Farben getrennt werden müssen, welche sich sehr ähnlich sind.
8.4.1 3-Chip-Kamera
Die in dieser Arbeit verwendete Videokamera ist eine sogenannte 3-Chip-Kamera.
In 3-Chip-Kameras (siehe Abb. 62) trennt ein dichroistisches Prisma das
einfallende Licht in seine roten, grünen und blauen Wellenlängenanteile. Jeder
dieser Wellenlängenanteile für sich wird von einem hoch auflösenden
monochromen CCD-Chip abgebildet. Die drei elektrischen Signale werden später
wieder zu einem RGB-Bild zusammengefügt. Der Vorteil gegenüber 1-Chip-
Kameras, welche die Farbauftrennung mittels eines rotierenden Farbfilterrades
realisieren, besteht darin, daß für Langzeitbelichtungen alle Farbanteile zeitgleich
aufgenommen werden können.
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Abb. 62 Schematische Darstellung 3 CCD-Chip
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